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胞 例如 人 类 胚胎 干细胞 (hESC) 或 诱导 的 多 外 
胞 (iPSC) 和 /或 使 其 分 化 为 造血 前 体 细胞 或 内 皮 
细胞 的 方法 。 多 能 细胞 可 以 维持 于 并 在 
下 分 化 ;因此 ,在 一 些 实施 方式 中 , 多 能 细 
前 体 细胞 或 内 皮 细 胞 的 分 化 无 需 使 用 小 鼠 饲 养 
细胞 或 血清 。 得 到 的 造血 前 体 细胞 可 以 进一步 分 
化 为 多 种 骨髓 或 淋巴 谱系 。 
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[前 体 细 胞 的 方法 ,包括 以 下 连续 步骤 : 


(a) 在 含有 人 至 少 一 种 生长 因子 的 第 一 确定 培养 基 中 培养 或 维持 多 个 实质 上 未 分 化 的 多 


(b) 在 不 含 BMP4、VEGF、IL-3、Flt3 配 


本 和 GMCSF 的 第 二 确定 培养 基 中 温 育 细胞 12 小 


时 至 7 天 的 时 间 段 ,其 中 所 述 第 二 确定 培养 基 包 含 


培养 细胞 ;和 


Cd) 在 含有 足以 扩 增 多 个 细胞 或 促进 其 分 化 的 


基 中 培养 细胞 ; 


其 中 多 个 多 能 细胞 分 化 为 造血 前 体 细胞 ; 
其 中 所 述 多 能 细胞 是 iPSC。 
2. 权利 要 求 1 的 方法 , 其 中 所 述 第 二 确定 培养 基 包 含 0.05ng/mL 至 0. 5ng/mL 的 


TGF-B 。 


FGF-2 和 /或 TGF-B ;其 中 所 述 第 二 确 


定 培 养 基 包含 10pg/mlL 至 Bna /mL 的 TGF-B ,和 /或 1ng/mL 华 100ng/mL 的 FGF-2 ; 
(c) 在 含有 是 以 扩 增 多 个 细胞 或 促进 其 分 化 的 量 


量 的 BMP4 和 VEGF 的 第 三 确定 培养 基 中 


量 的 IL-3 和 Flt3 配 体 的 第 四 确定 培养 
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3. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 确定 培养 
4. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 确定 培养 
5. 权利 要 求 1-4 任 一 项 的 方法 ,其 中 所 述 第 三 确定 培 关 基 还 包含 FGF-2 或 FGF-2 模拟 


物 。 


基 包 含 5ng/mL 至 50ng/ml 的 FGF-2。 


基 包 含 10ng/mL 至 25ng/mL 的 FGF-2。 


6. 权利 要 求 1-4 任 一 项 的 方法 ,其 中 所 述 第 四 确定 培养 基 包 含 IL-3、Flt3 配 体 和 


GMCSF ,或 IL-3、Flt3 配 体 和 下 列 的 至 少 一 项 :IL-6、 


SCF 或 TP0。 


7. 权利 要 求 5 的 方法 ,其 中 所 述 第 四 确定 培养 
8. 权利 要 求 1-4 任 一 项 的 方法 ,其 中 在 步骤 (pb) 之 前 ,至 少 部 分 分 离 或 实质 上 个 体 化 至 


少 一 些 细胞 。 


基 还 包含 血清 替代 物 3。 


9. 权利 要 求 8 的 方法 ,其 中 使 用 酶 使 细胞 实质 上 个 体 化 。 
10. 权利 要 求 9 的 方法 , 其 中 在 所 述 个 体 化 之 后 将 细胞 与 ROCK 抽 制 剂 和 上 胰 和 蛋白酶 抑制 


剂 接触 。 


11. 权利 要 求 1-4 任 一 项 的 方法 , 其 中 多 个 多 能 细胞 形成 类 胚 体 (EB) 。 
12. 权利 要 求 1-4 任 一 项 的 方法 , 其 中 所 述 方 法 包括 在 小 于 20% 氧气 的 气压 下 培养 细 


胞 。 


13. 权利 要 求 12 的 方法 , 其 中 所 述 方法 包括 在 % 氧 气 的 气压 下 培养 细胞 。 

14. 权利 要 求 1-4 任 一 项 的 方法 ,其 中 所 述 细胞 至 少 一 次 部 分 或 实质 上 再 聚集 。 
15. 权利 要 求 14 的 方法 , 其 中 将 所 述 细胞 其 露 于 胰 和 蛋白 酶 或 TRYPLE。 

16. 权利 要 求 14 的 方法 ,其 中 所 述 细 胞 在 再 聚集 之 后 暴露 于 ROCK 抑制 剂 ;和 /或 


在 再 聚集 之 后 在 基本 上 不 含 ROCK 抑制 剂 的 培养 基 中 培养 所 述 细胞 。 
17. 权利 要 求 14 的 方法 ,其 中 该 方法 还 包括 在 小 于 20% 氧 气 的 气压 下 培养 细胞 , 并且 其 


中 200 至 1000 个 细胞 / 聚 


集体 用 于 形成 多 个 类 胚 


本 (EB) 。 


18. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 步骤 (ay) 包括 在 基质 包 被 的 表面 上 培养 细胞 ，。 
19. 权利 要 求 18 的 方法 , 其 中 基质 是 层 粘 连 蛋 白 \ 玻 连 蛋 白 、 明 胶 、 聚 赖 氨 酸 、 血 小 板 反 


应 素 或 Matrigel™。 
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20. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 确定 


培养 基 包 括 TeSR-GF 或 X-vivol5 培养 基 。 


21 
FGF-2 。 


. 权利 要 求 20 的 方法 , 其 中 所 述 第 二 和 


. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 步骤 (by) 包括 


上 定 培 养 基 含有 0. Ing/mlTGF-B 和 20ng/ml 


昌 育 细胞 12 小 时 至 3 天 的 时 间 段 。 


23. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 步骤 (ec) 包括 培养 或 分 化 细胞 4 天 至 8 天 的 时 间 段 。 
24. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 步骤 Cd) 包括 培养 细胞 至 少 4 天 的 时 间 段 。 


25. 权利 要 求 24 的 方法 ,其 中 多 个 多 能 细胞 分 化 为 骨髓 祖 细 胞 。 

26. 权利 要 求 25 的 方法 ,其 中 骨髓 祖 细胞 共 表 达 CD31、CD43 和 CD45。 

27. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 第 三 确定 培养 基 包 含 10-50ng/ml BMP4 和 10-50ng/ml 
VEGF。 

28. 权利 要 求 27 的 方法 ,其 中 所 述 第 三 确定 培养 基 还 包含 10-50ng/ml FGF-2。 

29. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 第 四 确定 培养 基 包 含 5-25ng/ml IL-3 和 10-50ng/ml 
Flt3 配 体 。 

30. 权利 要 求 29 的 方法 , 其 中 所 述 第 四 确定 培养 基 还 包含 5-25ng/ml GMCSF。 
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31. 权利 要 求 29 的 方法 ,其 中 所 述 第 四 确 员 


ml SCF,5-25ng/ml IL-6, 和 5-25ng/ml IL-3。 
32. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 多 个 造 
的 列表 的 至 少 两 种 细胞 标志 物 。 


33. 权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 一 个 或 多 个 造 


巴 样 细胞 。 


< 


口 


还 包含 10-100ng/ml TP0, 10-100ng/ 


1 前 体 细 胞 表达 选 自 包含 CD43、CD34、CD31 和 CD45 


[前 体 细胞 分 化 为 红 系 细 胞 、 骨髓 细胞 或 淋 
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能 细胞 的 分 化 
背景 技术 


[0001] ”本 申请 要 求 2009 年 2 月 27 日 递交 的 美国 申请 号 61/156, 304 的 优先 权 , 其 全 部 公 
开 内 容 特别 通过 引用 方式 全 文 并 入 本 文 而 无 所 放弃 。 


1. 技术 领域 

[0002] ”本 发 明 大 体 上 涉及 分 子 生物 学 和 医学 领域 。 更 具体 地 ,本 发 明 涉 及 用 于 从 胚胎 干 
细胞 产生 造血 祖 细 胞 的 方法 和 组 合 物 。 

[0003] ”2. 相关 领域 的 描述 

[0004] ”由 于 造血 干细胞 和 祖 细胞 的 显著 的 医学 潜在 意义 ,已经 进行 了 大 量 的 工作 以 尝试 
改进 从 多 能 干细胞 分 化 造血 祖 细 胞 的 方法 。 在 成 人 中 ,主要 存在 于 骨髓 中 的 少量 的 造血 干 
细胞 产生 活跃 分 裂 的 造血 (CD34+) 祖 细胞 的 异 质 群体 ,所 述 祖 细胞 分 化 为 血液 系统 的 所 有 
细胞 ,然而 ,CD34+ 标 志 物 是 造血 细胞 的 不 精确 的 定义 ,因为 其 它 细 胞 类 型 .尤其 是 内 皮 细 胞 
( 血管) 也 表达 CD34。 其 它 标 志 物 ,例如 CD43 标志 物 , 也 可 用 于 辅助 鉴定 造血 祖 细胞 ( 例 
如 Kadaja-Saarepuu 等 人 ,2007 ;Vodyanik 等 人 ,2006) ,在 成 人 中 ,造血 祖 细胞 增殖 并 分 化 ， 
引起 每 天 产生 数 千 亿 成 熟 的 血细胞 。 造 血 祖 细胞 也 存在 于 脐带 血 中 。 在 体外 ,人 类 胚胎 干 
细胞 能 够 在 培养 物 中 无 限 增殖 , 因此 , 至 少 在 理论 上 讲 , 能 够 提供 用 于 替换 衰退 或 缺损 的 人 
组 织 的 细胞 和 组 织 。 
[0005] ”使 用 饲养 细胞 系 例如 小 鼠 成 纤维 细胞 培养 和 人 多 能 细胞 具有 发 生 预 料 不 到 的 转化 
的 风险 ,之 前 在 共 培 养 过程 中 与 物种 间 暴 露 相关 。 由 于 培养 人 类 多 能 干细胞 的 目标 之 一 是 
产生 能 够 最 终 移 植 进 入 人 体 的 组 织 , 所 以 十 分 理想 的 是 :干细胞 不 暴露 于 男 一 物种 的 细胞 
或 暴露 于 曾 用 于 培养 另 一 物种 的 细胞 的 培养 基 。 因此 ,确定 “允许 人 类 多 能 干细胞 分 化 为 造 
[谱系 而 无 任何 种 类 的 共 培 养 步 又” 的 培养 条 件 在 持续 开发 用 于 从 人 类 多 能 干细胞 产生 人 
类 造血 祖 细 胞 的 技术 中 是 非常 有 意义 的 。 
[0006] ”在 分 化 培养 基 中 使 用 血清 也 可 能 具有 一 定 的 缺点 和 局 限 性 。 例 如 ,如 Chadwick 等 
人 (2003) 所 示 , 血清 是 动物 产品 , 就 不 同 批 次 的 血清 成 分 而 言 , 其 具有 不 确定 性 〈 例 如 关于 
是 否 存 在 生长 因子 和 / 或 其 浓度 是 变化 的 ) 。 这 些 不 确定 性 也 可 以 造成 各 个 实验 之 间 产 生 
的 造血 细胞 的 比例 的 差异 。 另 外 , 使 用 血清 可 能 在 临床 发 展 中 具有 严重 的 规章 制度 问题 , 这 
步 使 其 商业 化 复杂 化 。 

[0007] ”目前 显然 需要 使 多 能 干细胞 分 化 为 造血 祖 细胞 而 不 将 细胞 暴露 于 来 自 另 一 动物 
物种 的 物质 的 方法 。 由 于 与 多 能 细胞 的 维持 和 分 化 相关 的 复杂 性 , 目前 尚 不 知道 , 相对 于 维 
持 在 小 鼠 饲 养 细胞 上 而 言 ,在 维持 于 多 种 确定 培养 基 中 之 后 ,多 种 多 能 细胞 将 会 如 何 针对 
随后 暴露 于 生长 因子 作出 应 答 。 显 然 需要 用 于 使 多 能 细胞 分 化 为 造血 前 体 细胞 的 改进 的 方 


A。 


nny 


已 


发 明 内 容 
[0008] ”本 文 提供 了 用 于 将 已 经 在 确定 的 条 件 下 扩 增 和 /或 维持 的 多 能 细胞 体外 分 化 为 
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造血 前 体 细胞 或 内 皮 细 胞 的 方法 。 这 些 方法 通过 提高 可 以 在 确定 的 条 件 下 实施 的 方法 而 克 
服 了 现 有 技术 中 的 局 限 。 因 此 ,这 些 方法 可 有 利 地 用 于 产生 ,例如 造血 前 体 细胞 (HPO) 或 
一 步 分 化 的 骨髓 或 淋巴 样 谱系 ,它们 可 被 施用 至 受 试 者 (例如 人 类 患者 ) ,这 降低 了 与 使 用 
暴露 于 动物 产品 例如 小 鼠 成 纤维 细胞 和 / 或 血清 的 细胞 相关 的 临床 上 的 忧虑 。 
[0009] ”本 发 明 的 一 个 方面 涉及 使 多 能 细胞 分 化 为 造血 前 体 细胞 或 内 皮 细 胞 的 方法 ,包括 
以 下 连续 步骤 : (a) 在 含有 至 少 一 种 生长 因子 的 第 一 确定 培养 基 中 培养 或 维持 多 个 实质 上 
未 分 化 的 多 能 细胞 ; (b) 在 基本 上 不 含 BMP4、VEGF、IL-3、Flt3 配 体 和 GMCSF 的 第 二 确定 培 
养 基 中 温 育 细胞 ; (c) 在 含有 足以 扩 增 多 个 细胞 或 促进 其 分 化 的 量 的 BMP4 和 VEGF 的 第 三 
确定 培养 基 中 培养 细胞 ;和 (d) 在 含有 足以 扩 增 多 个 细胞 或 促进 其 分 化 的 量 的 (TD)IL-3 和 
Flt3 配 体 或 (2) VEGF、FGF-2 或 FGF-2 模拟 物 和 IGF 的 第 四 确定 培养 基 中 培养 细胞 ;其 中 多 
个 多 能 细胞 分 化 为 造血 前 体 细胞 或 内 皮 细 胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,上 述 组 合 (1) 可 用 于 促 
进 疝 造血 前 体 细胞 的 分 化 。 上 述 组 合 (2) 可 用 于 促进 向 内 皮 细 胞 或 内 皮 祖 细胞 的 分 化 。 第 
二 确定 培养 基 可 以 不 含 或 基本 上 不 含 FGF-2、IL6、SCF 和 /或 TP0。 第 三 确定 培养 基 也 可 以 
包含 FGF-2( 例如, 大约 5-50ng/ml 或 大 约 10-25ng/ml) 或 FGF-2 模拟 物 。 如 以 下 实施 例 中 
所 示 , 在 第 三 培养 基 中 加 入 FGF-2 能 够 增 大 多 能 细胞 向 造血 前 体 细胞 分 化 的 效率 。 在 一 些 
实施 方式 中 ,第 四 确定 培养 基 还 包含 GMCSF ,或 IL-6、SCF 或 TP0 中 的 至 少 一 项 。 在 一 些 实 
施 方式 中 , 第 四 确定 培养 基 包含 足以 促进 细胞 分 化 的 量 的 (1) IL-3、Flt3 配 体 和 GMCSF ;或 
(2) IL-3、F1t3 配 体 、SCF、IL-6 和 TP0。 第 三 确定 培养 基 和 / 或 第 四 确定 培养 基 还 可 以 包含 
BIT9500 或 血清 替代 物 3(Serum Replacement 3) 。 该 方法 可 以 包括 在 含有 BIT9500 或 血清 
替代 物 3 的 确定 培养 基 中 培养 细胞 。 在 步骤 (b) 之 前 ,可 以 至 少 部 分 分 离 至 少 一些 细 胞 或 
使 其 实质 上 个 体 化 。 可 以 使 用 酶 例如 胰 和 蛋白 酶 使 细胞 实质 上 个 体 化 。 细 胞 可 以 在 所 述 个 体 
化 之 后 与 ROCK 抑制 剂 和 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (例如 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 ) 接触。ROCK 抑制 剂 
可 以 选 自 HA-100、H-1152 和 Y-27632。 多 个 多 能 细胞 可 以 形成 类 胚 体 (EB) 。 可 以 使 用 大 约 
200 至 大 约 1000 个 细胞 / 聚集 体 以 形成 至 少 一 个 所 述 BB。 该 方法 可 以 包括 在 小 于 20% 氧 
气 的 气压 下 或 在 大 约 5% 氧 气 的 气压 下 培养 细胞 。 如 以 下 实施 例 所 示 , 在 低 氧 条 件 例如 大 约 
5%% 氧 气 的 空气 中 分 化 细胞 能 够 增加 细胞 癌 例 如 造血 和 /7 或 内 皮 前 体 细 胞 的 分 化 。 

[0010] ”在 一 些 实施 方式 中 ,所 述 细胞 可 以 至 少 一 次 部 分 或 实质 上 再 聚集 。 可 以 在 第 三 确 
定 培养 基 中 培养 之 后 并 且 在 第 四 确定 培养 基 中 培养 之 前 或 之 时 使 细胞 再 聚集 。 再 聚集 可 以 
包括 将 所 述 细胞 暴露 于 胰 和 蛋白 酶 或 TRYPLE。 所 述 细胞 可 以 在 再 聚集 之 后 暴露 于 ROCK 抑制 
剂 ,或 者 可 以 在 再 聚集 之 后 在 基本 上 不 含 ROCK 抑制 剂 的 培养 基 中 培养 所 述 细胞 。 该 方法 还 
可 以 包括 在 小 于 大 约 20% 氧 气 的 气压 下 培养 细胞 ,其 中 大 约 200 至 大 约 1000 个 细胞 /聚集 
体 用 于 形成 多 个 类 胚 体 (EB) 。 第 一 确定 培养 基 可 以 包括 TeSR、mTeSR 或 mTeSR1。 步 骤 (a) 
可 以 包括 在 基质 包 被 的 表面 上 培养 细胞 。 苦 质 可 以 包括 层 粘连 蛋白 、 玻 连 和 蛋白 、 明 胶 、 育 赖 
氨 酸 .血小板 反应 素 (thrombospondin) 或 Matrigel2。 第 二 确定 培养 基 可 以 包括 TeSR-GF 
或 X-vivo15 培养 基 。 第 二 确定 培养 基 还 可 以 含有 大 约 0. 1ng/ml TGF-B 和 大 约 20ng/ml 
FGF-2。 步 又 (b) 可 以 包括 温 育 细胞 大 约 12 小 时 至 大 约 3 天 的 时 间 段 。 步 又 (c) 可 以 包括 
培养 或 分 化 细胞 大 约 4 天 至 大 约 8 天 的 时 间 段 。 步 骤 (d) 可 以 包括 培养 细胞 至 少 大 约 4 天 ， 
或 大 约 4 天 至 大 约 8 天 的 时 间 段 。 多 个 多 能 细胞 可 以 分 化 为 多 潜能 (multipotent) 造血 细 
胞 或 骨髓 祖 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 , 骨髓 祖 细 胞 共 表 达 CD31、CD43 和 CD45。 骨 髓 祖 细胞 
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可 以 是 常见 的 骨髓 祖 细胞 。 第 三 确定 培养 基 包 含 大约 10-50ng/ml BMP4 和 大 约 10-50ng/ml 
VEGF。 在 一 些 实施 方式 中 , 第 三 确定 培养 基 还 包含 10-50ng/mlFGF-2。 第 三 确定 培养 基 包 
含 大 约 25ng/ml BMP4 和 大 约 25ng/mlVEGF。 第 四 确定 培养 基 可 以 包含 大 约 5-25ng/ml IL-3 
和 大 约 10-50ng/ml Flt3 配 体 。 第 四 确定 培养 基 还 可 以 包含 大 约 5-25ng/ml GMCSF , 或 大 约 
10-100ng/ml 或 大 约 10-50ng/ml TP0, 大 约 10-100ng/ml SCF, 大约 5-25ng/ml IL-6, 和 大 约 
5-25ng/ml IL-3。 第 四 确定 培养 基 可 以 包含 大 约 10ng/ml IL-3, 大 约 25ng/ml F1t3 配 体 ,和 
大 约 10ng/mlG6MCSF。 多 个 造血 前 体 细胞 可 以 表达 选 自 包 含 CD43、CD34、CD31 和 CD45 的 列 
表 的 至 少 两 种 细胞 标志 物 。 多 个 造血 前 体 细胞 可 以 表达 CD34、CD43、CD45 和 CD31。 在 一 些 
实施 方式 中 , 造血 前 体 细 胞 是 共 表 达 CD34、CD43、CD45 和 CD31 的 多 潜能 造血 前 体 细胞 。 
[0011] ”一 个 或 多 个 造血 前 体 细胞 可 以 分 化 为 骨髓 细胞 或 淋巴 样 细 胞 。 骨髓 细胞 可 以 是 巨 
噬 细 胞 .肥大 细胞 、 红 细胞 、 巨 核 细胞 / 血小板 、 树 突 细胞 或 多 形 核 料 细胞 (例如 , 嗜 曙 红 细 
胞 、. 嗜 碱 细胞 、 嗜 中 性 粒 细胞 . 单 核 细胞 或 巨 噬 细 胞 ) 。 
[0012] ”在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 使 用 第 五 确定 培养 基 以 进一步 促进 细胞 向 特定 细胞 类 型 
的 分 化 ,例如 ,多 种 培养 基 可 用 于 促进 造血 前 体 细胞 向 更 分 化 的 细胞 类 型 例如 成 红血球 细 
胞 NK 细胞 或 细胞 的 分 化 。 所 述 方法 还 可 以 包括 在 含有 选 自 IL-3、IL-6、SCF、EPO 和 TPO 
的 一 种 或 多 种 生长 因子 的 第 五 确定 培养 某 中 培养 多 个 所 述 细胞 ,所 述 生 长 因子 的 量 为 足 
以 促进 多 个 细胞 回 成 红血球 细胞 的 分 化 。 在 含有 选 目 IL-7、SCF 和 IL-2 的 一 种 或 多 种 生长 
因子 的 第 五 确定 培养 基 中 培养 多 个 细胞 ,所 述 生 长 因子 的 量 为 足以 促进 细胞 向 NK 细胞 的 
分 化 。 所 述 方法 还 可 以 包括 在 含有 Notch 配 体 和 选 自 IL-7、SCF 和 IL-2 的 一 种 或 多 种 生长 
因子 的 第 五 确定 培养 基 中 培养 多 个 所 述 细胞 ,所 述 生 长 因子 的 量 为 足以 促进 细胞 向 T 细 胞 
的 分 化 。Notch 配 体 可 以 是 Fe 符合 的 Notch DLL-1 配 体 或 由 过 表达 Notch 配 体 的 基质 细胞 
系 产生 的 Notch 配 体 。 在 一 些 实施 方式 中 , 可 以 使 用 胸腺 肽 例如 胸腺 素 a 、thymopenin 或 
胸腺 素 B4 来 进一步 促进 细胞 向 T 细胞 的 分 化 (例如 ,如 Peng 等 人 ,2008 所 描述 ) 。 在 一 些 
实施 方式 中 ,多 个 所 述 细胞 包括 造血 前 体 细胞 。 第 三 确定 培养 基 可 以 包含 选 自 SCF、IL-6、 
G-CSF、EPO、TPO、FGF2、TL-7、IL-11、IL-9、IL-13、IL-2 或 M-CSF 的 一 种 或 多 种 生长 因子 ,所 
述 生 长 因子 的 量 为 足以 促进 细胞 的 扩 增 或 细胞 的 进一步 分 化 。 第 四 确定 培养 基 可 以 包含 选 
自 SCF 、IL-6、G-CSF、EPO、TP0、FGF2、BMP4、VEGF、TL-7、IL-11、IL-9、IL-13、IL-2 或 M-CSF 
的 一 种 或 多 种 生长 因子 ,所 述 生 长 因子 的 量 为 足以 促进 细胞 扩 增 或 细胞 的 进一步 分 化 。 在 
一 些 实 施 方式 中 ,所 述 方法 可 以 包括 在 包含 选 自 SCF、IL-6、 G-CSF、EPO、TPO、FGF2、IL-7、 
IL-11、IL-9、IL-13、IL-2 或 M-CSF 的 一 种 或 多 种 生长 因子 的 第 五 确定 培养 基 中 温 育 细胞 ， 
所 述 生长 因子 的 量 为 足以 促进 细胞 扩 增 或 细胞 的 进一步 分 化 。 

[0013] “所 述 多 能 细胞 优选 为 哺乳 动物 多 能 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 , 多 能 细胞 是 人 类 多 
能 细胞 , 例如 人 类 胚胎 干细胞 (hESC) 或 诱导 的 多 能 细胞 (iPSC) 。hESC 细胞 可 以 选 自 HL、 
H9、hES2、hES3、hES4、hES5、hES6、BG01、BG02、BG03、HSF1、HSF6、HIL、H7、H9、HL3B 和 Hl4 的 
细胞 。 所 述 iPSC 可 以 选 自 iPS6. 1, iPS 6.6, iPS, iPS 5.6, iPS iPS5. 12, iPS 5. 2. 15，iPS 
iPS 5. 2. 24，iPS 5. 2. 20, iPS 6. 2. 1, iPS-B1-SONL, ipS-B1-SOCK, iPS-TiPS 1EE, iPS-TiPS 
IB, iPS-KiPS-5 和 iPS 5/3-4. 3。 

[0014] “本 发 明 的 另 一 个 方面 涉及 通过 本 文 描述 的 方法 分 化 的 造血 前 体 细 胞 或 衍生 自 根 
据 本 文 描述 的 方法 分 化 的 单独 的 造血 前 体 细 胞 。 造 血 前 体 细 胞 可 以 表达 CD34、CD43、CD45 
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和 CD31 中 的 两 项 、 三 项 或 全 部 。 本 发 明 的 另 一 个 方面 涉及 衍生 自 根 据 本 文 描述 的 方法 分 化 
的 造血 前 体 细胞 的 骨髓 细胞 骨髓 祖 细胞 或 常见 的 骨髓 祖 细 胞 。 骨 髓 细胞 可 以 选 自 单 核 细 
胞 、 巨 哈 细 胞 、 嗜 中 性 粒 细 胞 、 嗜 碱 细胞 、 嗜 桌 红 细胞 、 红 细胞 、 巨 核 细胞 /血小板 和 树 突 细 
胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,骨髓 细胞 是 红细胞 。 骨 人 髓 细胞 骨髓 祖 细胞 或 常见 的 骨髓 祖 细胞 可 
以 包含 于 药物 制备 物 中 。 

[0015] “本 发 明 的 另 一 个 方面 涉及 衍生 自 根 据 本 文 描述 的 方法 分 化 的 造血 前 体 细 胞 的 淋 
巴 样 细胞 。 淋 巴 样 细胞 可 以 是 T 细 胞 、B 细 胞 或 自然 杀伤 细胞 。 淋 巴 样 细胞 可 以 包含 于 药 
物 制 备 物 中 。 
[0016] “本 发 明 的 另 一 个 方面 涉及 根据 本 文 描述 的 方法 分 化 的 内 皮 细 胞 .内 皮 前 体 细胞 或 
间 充 质 细胞 。 预 见 到 可 以 通过 本 文 描述 的 方法 产生 多 组 内 皮 细 胞 。 内 皮 细 胞 可 以 是 特定 的 
内 皮 细 胞 类 型 ,例如 :淋巴 的 或 血管 的 (例如 表达 LYVE1 或 podoplanum) 、 动 脉 血 管 的 ( 例 
如 ,表达 Notch 1 和 Notch, Jagged 1 和 Jagged 2) .静脉 血管 的 〈 例 如 ,表达 EphB4、Leftyl 
和 Lefty 2) ,或 器 官 特异 性 内 皮 细 胞 (例如 ,心脏 内 的 细胞 、 肾 细胞 、 肺 或 血液 中 的 细胞 和 
1 - 脑 屏 障 细胞 ) 。 在 形态 上 讲 , 内 皮 细 胞 可 以 是 连续 的 ,有 和 孔 的 或 不 连续 的 。 
[0017] ”如 本 文 使 用 的 “使 细胞 个 体 化 ”是 指使 细胞 分 离 或 分 开 为 较 小 组 的 细胞 或 单个 细 
胞 ,例如 , 由 于 机 械 分 离 或 暴露 于 和 蛋白 水 解 酶 例如 胰 和 蛋白酶 或 TrypLE"” 而 造成 的 。 在 一 些 实 
施 方式 中 , 经 过 个 体 化 的 培养 物 仍然 可 以 含有 小 的 细胞 簇 , 例如 包含 大 约 2-10 个 细胞 簇 。 
[0018] ”如果 某 生 长 因子 不 存在 于 培养 基 中 ,或 者 该 生长 因子 以 不 足以 促进 培养 基 中 的 细 
胞 的 任何 实质 性 扩 增 和 / 或 分 化 的 量 存在 于 培养 基 中 ,或 者 以 低 于 可 检测 限 值 的 浓度 存 
在 , 则 称 该 培养 基 “ 基 本 上 不 含 ” 该 生长 因子 。 将 认识 到 , 基本 上 不 仿生 长 因子 的 培养 基 也 
可 以 含有 在 培养 基 中 含有 痕 量 的 生长 因子 。 
[0019] “” 当 用 于 权利 要 求 和 /7 或 说 明 书 中 时 ,术语 “抑制 >"“ 减 少 ”或 “防止 ?或 这 些 术语 的 
任意 变 体 包括 任何 可 测定 的 降低 或 完全 抑制 以 达到 需要 的 结果 。 

[0020] “” 当 用 于 说 明 书 和 /7 或 权利 要 求 中 时 ,术语 “有 效 ” 意 思 是 足以 完成 需要 的 、 预 期 的 
或 期 望 的 结果 。 

[0021] ” 当 与 术语 “包含 ”一 起 用 于 权利 要 求 和 / 或 说 明 书 中 时 ,词语 “一 种 (a) ”或 “一 种 
(am ”意思 是 “一 个 ”, 但 是 也 包括 下 列 意思 :一 个 或 多 个 “至 少 一 个 ”和 “一 个 或 多 于 一 
个 ”。 

[0022] ”考虑 到 本 说 明 书 中 讨论 的 任何 实施 方式 可 以 根据 本 发 明 的 任何 方法 或 组 合 物 来 
实施 ,反之 亦 然 。 此 外 ,本 发 明 的 组 合 物 可 用 于 实现 本 发 明 的 方法 。 
[0023] “在 本 申请 的 通 篇 ,术语 “大 约 ” 用 于 表示 这 样 的 数值 :该 数值 包括 用 于 测定 该 数值 
的 仪器 、 方 法 的 内 在 差异 ,或 存在 于 研究 受 试 者 之 间 的 差异 。 
[0024] ”除非 另 有 明确 指明 是 仅 指 备 选 事项 或 者 备 选 事项 彼此 互 斥 ,否则 权利 要 求 中 术语 
“或 ”用 于 指 “ 和 / 或 ”虽然 本 公开 物 支 持 仅 指 备 选 事项 和 “和 / 或 ”的 定义 。 

[0025] ”如 本 说 明 书 和 权利 要 求 中 所 使 用 ,词语 “comprising”( 以 及 “包含 ”的 任何 形式 ， 
例如 “包含 (comprise)” 和 “包含 (comprises)”)、“ 具 有 (having)”( 以 及 “具有 ”的 任何 
形式 ,例如 “具有 (have)” 和 “具有 (has)”) “包括 (including)”( 以 及 “包括 ”的 任何 形 
式 , 例 如 “包括 (includes)” 和 “包括 (include)”) 或 “含有 (containing)”( 以 及 “含有 ?” 
的 任何 形式 ,例如 “含有 (contains)” 和 “含有 (contain)”) 是 包括 式 的 或 开放 式 的 ,不 排 
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除 另 外 的 \ 未 指明 的 元 件 或 方法 步 又 。 
[oo26] ”本 发 明 的 其 它 目标 ,特征 和 优点 将 通过 以 下 详细 描述 变 得 明显 。 然 而 ,应 该 理解， 
虽然 指明 了 本 发 明 的 具体 实施 方式 ,但 是 详细 描述 和 具体 实施 例 仅 是 通过 例 示 的 方式 给 出 
的 ,因为 本 发 明 精 神 和 范围 内 的 多 种 变化 和 修饰 对 于 本 领域 技术 人 员 而 言 将 会 通过 该 详细 
描述 而 变 得 明显 。 


附 图 说 明 

[0027] ”以 下 附 图 构成 本 说 明 书 的 一 部 分 ,包括 它们 是 为 了 进一步 说 明 本 发 明 的 一 些 方 
面 。 通 过 参考 一 个 或 多 个 这 些 附 图 并 联合 本 文 给 出 的 具体 实 施 方式 的 详细 描述 可 以 更 好 
地 理解 本 发 明 。 

[0028] ”图 1 :传代 数 为 50(A) 和 40(B) 时 , HIhESC 的 造血 分 化 (对 于 8,12 和 16 天 的 实 
验 , n 二 3)。 

[0029] ”图 2 :暴露 于 确定 的 预 条件 化 培养 基 改 善 造血 分 化 。 使 用 的 是 维持 于 确定 条 件 并 
适应 于 使 用 mTESR 在 Matrigel 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 细胞 生长 的 hESC 和 iPSC。 

[0030] ”图 3 :类 胚 体 (EB) 大 小 与 CD43 表达 相关 。 

[0031] ”图 4 : 低 氧 促进 造血 分 化 。 

[0032] 图 5 A 1 前 体 细胞 的 效率 。 

[0033] ”图 6 :EB 分 化 和 使 用 旋转 瓶 产生 HPC 和 多 种 谱系 特异 性 细胞 类 型 的 概览 。 

[0034] ”图 7 和 96 孔 中 的 PhESC 的 EB 分 化 。 

[0035] ”图 8 :对 衍生 上 自 iPSC 的 内 皮 细 胞 进行 磁 分 选 之 前 和 之 后 的 代表 性 的 流 式 细胞 术 分 
析 。 

[0036] ”图 9 :在 了 邢 分 化 培养 基 中 补充 FGF-2 引起 hESC(HL) 和 多 种 iPSC 细胞 系 中 造血 前 
体 细胞 (HPC) 的 产生 的 增加 。 
[0037] ”图 10 ;在 存在 含有 50ng/ml BMP4,50ng/ml VEGF 和 25ng/mlFGF-2 的 EB 分 化 培养 
基 的 情况 下 ,多 种 iPS 细胞 系 的 分 化 。 

[0038] 图 11:; 显 示 了 使 用 补充 了 生长 因子 的 加 苛 础 培养 基 进 行 的 hESC(H1) 和 
iPS (SONL) 细胞 系 分 化 为 造血 前 体 细胞 (HPC) 。 当 含有 IL-3 和 Flt-3 的 培养 基 中 补充 了 
SCF、IL-6 和 TP0 时 ,观察 到 增加 的 分 化 。 

[0039] ”图 12 :在 1) 和 iPS(SONL) 细胞 系 中 ,以 修饰 的 EB2 组合 (D) 观察 到 多 能 细胞 问 
HPC 的 分 化 的 效率 的 增加 。 显 示 了 培养 基 中 补充 的 生长 因子 。 观 察 到 在 分 化 过 程 中 ,作为 
[ 清 替 代 品 ,血清 替代 物 3(Serum Replacer 3) (Sigma-Ald rich) 优 于 BIT-9500 (Stem Cell 
Technologies) 。 

[0040] ”图 13 :在 含 氧 量 正常 (“N”) 和 低 氧 《“H”) 条 件 下 , 从 iPS 细胞 产生 了 PC。 将 未 
分 化 的 细胞 系 维持 在 含 氧 量 正常 或 低 氧 条 件 下 , 并 在 含 氧 量 正 党 或 低 氧 条 件 下 进行 分 化 。 
例如 “H-N” 表 示 细 胞 维持 在 低 氧 条 件 下 并 且 在 含 氧 量 正常 条 件 下 分 化 。 


buny 


具体 实施 方式 
[0041] ”本 文 提 供 了 在 体外 使 多 能 细胞 例如 人 类 胚胎 干细胞 (hESCO) 或 诱导 的 多 能 细胞 
(iPSO) 分 化 为 迁 血 前 体 细 胞 和 /或 内 皮 细 胞 的 方法 。 多 能 细胞 可 以 是 维持 的 、 扩 增 的 、 以 及 
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在 确定 条 件 下 分 化 的 ;因此 ,无 需 使 用 小 


组 


细胞 和 7 或 内 皮 细 胞 。 和 


到 的 


状态 下 在 确定 条 件 〈 例 义 
[0042] ”有 具 


造 


明 书 
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进 分 化 为 造 


:下 


[前 体 细胞 。 多 能 细胞 在 第 一 外 
持 在 基本 上 未 分 化 的 状态 之 后 ,细胞 可 以 暴露 于 不 含 或 基本 上 不 含 BMP4、VEGF、 IL-3、F1t3 


[前 体 细 胞 可 以 ; 
胞 ` 巨 噬 细 胞 、 哮 中 性 粒 细 胞 、 嗜 碱 细胞 . 嗜 上 曙 红 细胞 、 红 细胞 、 巨 核 细胞 / 
胞 ) 或 淋巴 谱系 (例如 T 细 胞 8B 细 胞 或 自然 杀伤 细胞 ) 。 多 能 细胞 可 以 在 基本 上 未 分 化 的 
使 用 TeSR 培养 基 ) 下 扩 增 并 维持 ,然后 多 能 细胞 分 化 。 

本 地 , 本 发 明 人 发 现 某 些 生 长 因子 对 于 维持 在 而 
有 特别 重要 的 意义 。 在 一 些 实施 方式 中 ,多 能 细胞 可 以 依次 暴露 于 数 种 丰 


鼠 饲 养 细胞 或 


L 清 以 使 多 能 细胞 分 化 为 造血 前 体 
分 化 为 多 种 骨髓 谱系 (例如 单 核 细 
[小 板 , 或 树 突 细 


IF 


上 定 条 件 下 的 多 能 细胞 的 分 化 具 
有 定 培养 基 中 以 促 


EE 培养 基 ( 例 妇 


I 在 TeSR 培 养 基 中 ) 中 培养 并 维 


配 体 或 GMCSF 的 第 二 确定 培 3 


亲 基 中 。 然 后 


本 和 GMCSF 的 第 三 确 


E 培 养 基 中 以 促 ; 


造 


以 及 任 选 含有 FGF-2 的 第 三 而 


以 下 实施 例 中 所 示 , 在 第 三 胡 


日 胞 可 以 暴露 于 含有 BMP4、VEGF、IL-3、F1t3 配 
[分 化 ;或 者 ,细胞 可 以 暴露 于 含有 BMP4 和 VEGF 
培养 基 中 ;然后 暴露 于 含有 IL-3、Flt3 配 体 和 GMCSF 的 第 
四 培养 基 中 。 本 发 明 人 发 现 :依次 骏 露 于 含有 BMP4 和 VEGF 的 第 三 看 
Flt3 配 体 和 6GMCSF 的 第 四 培养 


基 可 以 令 人 惊奇 地 引起 千 
培养 基 中 加 入 FGF-2 引起 多 能 细胞 向 造 


定 培养 基 、 含 有 IL-3、 
好 增加。 如 


[前 体 细胞 的 产量 的 明显 3 
[前 体 细 胞 的 分 化 


的 令 人 惊奇 的 增加 。 还 发 现 : 低 氧 条 件 〈 例 如 暴露 于 5% 0, 的 气压 ) ,细胞 的 至 少 部 分 再 聚 


胰 和 抹 


集 (例如 ,使 用 
范围 的 细胞 , 例 
分 化 。 
[0043] 


TI. 有 


[0044] 
实施 方式 中 ,可 以 使 用 丰 


可 以 在 造 


a| 


和 定 的 、 饲 养 细 胞 
并 维持 在 基本 上 未 分 化 的 状态 。 或 者 ,可 以 使 用 不 有 


台 干 细胞 的 制备 和 维持 
1 分 化 之 前 使 用 多 种 方法 培养 多 能 细胞 并 维持 在 未 分 化 的 状态 。 在 一 些 
依赖 性 培养 系统 例如 TeSR 培养 基 培 养 多 能 细胞 


白 酶 或 TrypLE ), 和/ 或 形成 聚集 体 ( 在 形成 类 胚 
如 大 约 200-1000 个 细胞 / 聚集 体 ) 也 可 用 于 i 


本 时 使 用 确定 数目 
向 造血 前 体 细胞 的 


步 促 i 


有 定 的 条 件 ,例如 ,多 能 细胞 可 以 培养 于 


成 纤维 细胞 饲养 细胞 或 已 经 暴露 于 成 纤维 细胞 饲养 细胞 的 培养 基 中 , 以 将 干细胞 维持 在 未 


分 化 状态 。 
[0045] ”可 以 使 用 饲养 细胞 
或 iPSC。 这 些 方 法 允许 人 类 


“饲养 层 ”。 如 本 文 所 描述 , 视 需 


FE 依赖 性 培养 系统 和 培养 基 来 培养 和 维持 多 能 细胞 ,例如 hESC 


环 胎 干细胞 保持 基本 上 未 分 化 的 状态 而 无 需 小 鼠 成 纤维 细胞 


[0046] 


分 化 为 造 


可 以 对 这 些 方法 j 
预见 到 :在 本 文 描述 的 


行 多 种 修改 以 降低 成 本 等 。 


上 定 的 条 件 下 ,实质 上 任何 多 能 或 人 类 胚胎 干细胞 系 可 以 
1 祖 细 胞 。 例 如 , 人 类 胚胎 干细胞 系 HL H9, hES2, hES3, hES4, hES5, hES6, BG01, BG 
02, BG03, HSF1, HSF6, H1, H7, H9, H13B 和 / 或 H14 等 可 以 通过 本 文 描述 的 方法 分 化 为 造 


1 前 


体 细 胞 。 预 见 到 :那些 随后 2 


得 


4 日 


可 


可 以 获 


的 干细胞 系 也 可 通过 本 文 描述 的 方法 分 化 为 造 


| 


前 体 细胞 。 虽 然 在 一 些 实施 方式 中 使 用 人 类 多 能 细胞 可 能 是 优选 的 , 但 是 在 一 些 情 况 下 也 


可 使 用 其 它 多 能 细胞 ,例如 ,1 


[0047] 
化 为 造 


1 前 体 细胞 。iPS 细胞 是 习 


甫 乳 动物 、 小 鼠 ` 灵 长 类 等 ,用 于 造 
除了 人 类 胚胎 干细胞 之 外 ,iPS 细胞 也 可 以 通过 本 文 描述 的 方法 来 培养 和 / 或 分 
E 编 程 的 体 细 胞 , 其 表现 为 像 干 细胞 一 样 (Takahashi 等 


1 分 化 。 


人 ,2007;Takahashi 等 人 ,2007:;Nakagawa 等 人 ,2007) 。 如 本 领域 技术 人 员 将 认识 到 ， 
术语 “多 能 细胞 ”包括 经 诱导 去 分 化 为 干细胞 或 返回 至 干细胞 样 的 状态 的 细胞 ( 见 , 例 如 
Nakagawa 等 人 ,2007;Yu 等 人 ,2007)。 


CN 102388130 B 说 明 书 
[0048] A. TeSR 培 养 基 


[0049] ”TeSR 培养 基 是 确定 培养 基 , 其 可 用 于 培养 未 分 化 的 人 类 胚胎 干细胞 。TeSR 培养 基 
包括 TeSR1 培养 基 和 mTeSR 培养 基 。TeSR 包括 bFGF、LiCl、Y- 氨基 丁 酸 (GABA) 、 哌 啶 酸 和 
TGFB ,之 前 已 经 描述 了 使 用 TeSR 的 多 种 方法 ,例如 在 美国 申请 2006/0084168 和 Ludwig 等 
人 (2006a;2006b) 中 , 二 者 通过 引用 方式 全 文 并 入 本 文 。 

[0050] ”TeSR 培养 基 通 常 包括 无 机 盐 、 痕 量 矿物 质 . 能 量 底 物 、. 脂 ` 筑 基 酸 、 维 生 素 ` 生 长 因 
子 和 和 蛋白 质 以 及 其 它 成 分 。TeSR1 培养 基 的 完整 配方 显示 于 下 表 1 中 。 
[0051] ” 表 1.TeSR1 培养 基 的 完整 配方 

[0052] 
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无 机 盐 nM 和 氨基酸 mM 
和 氨 化 钙 ( 无 水 ) 8.24E-01 L- 两 氮 酸 1.37E-01 
HEPES 1.18E+01 L- 精 和 饼 酸 盐酸 5.48E-01 
氨 化 锂 (LiCD 9.80E-01 工 -天 冬 酰 胺 -H2O 1.37E-01 
氯化镁 (无 水 ) 2.37E-01 L- 天 冬 毛 酸 1.37E-01 
硫酸 镁 (MgSOH) 3.19E-01 EL- 半 胱 气 酸 -HCLH2O 7.83E-02 
和 氧化 钾 (KCD 3.26E+00 工 - 胱 氢 酸 -2HCI 7.83E-02 
碳酸 鼻 钠 (NaHCO;) 1.80E+01 L- 谷 和 毛 酸 1.37E-01 
氮 化 钠 (NaCl) 9.46E+01 EL- 谷 氢 酰胺 2.94E+00 
磷酸 所 二 钠 ( 无 水 ) 3.92E-01 甘氨酸 2.94E-01 
磷酸 二 毛 钠 (NaH2PO4H2O0) 3.55E-01 L- 组 氢 酸 -HCIL-H2O 1.18E-01 
EL- 异 亮 氨 酸 3.26E-01 
痕 量 矿物 质 EL- 亮 氨 酸 3.54E-01 
硝酸 铁 (Fe(NO5)3'9H2O) 9.71E-05 LL- 赖 氨 酸 盐酸 3.91E-01 
硫酸 铁 (FeSO4+7H2O) 1.18E-03 工 - 甲 硫 氨 酸 9.06E-02 
硫酸 铜 (CuSO4SH2O) 4.08E-06 L- 菜 两 氨 酸 1.69E-01 
硫酸 锌 (ZnSO4.7H2O) 1.18E-03 L- 肛 和 氨 酸 2.16E-01 
偏 负 酸 铵 (NH4VO5) 1.09E-05 L- 丝 和 氮 酸 2.94E-01 
硫酸 鳃 (MnSO4H20) 1.97E-06 EL - 苏 氨 酸 3.52E-01 
NiSO46H2O 9.70E-07 L- 色 和 氢 酸 3.46E-02 
硒 1.77E-04 L- 酷 氮 酸 2Na2H2O 1.68E-01 


硅 酸 钠 (NazSiO3i.9H2O) 9.66E-04 L- 织 和 毛 酸 3.SSE-01 


SnC]， 1.24E-06 
钼 酸 铵 盐 1.97E-06 维生素 


CdCl, 1.22E-05 抗坏血酸 
[0053] 
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CrCls 1.98E-06 生物 素 1.12E-05 
AgNO; 9.81E-07 B12 3.94E-04 
AlCl.6H2O 4.87E-06 和 毛 化 胆 碱 5.03E-02 
Ba(C,H30;,); 9.79E-06 D- 泛 酸 钙 3.69E-03 
CoCl-6H2O 9.81E-06 叶酸 4.71E-03 
GeO, 4.97E-06 i- 肌 醇 S.49E-02 
KBr 9.89E-07 烟 酰 胺 1.30E-02 
KI 1.00E-06 盐酸 吡 哆 醇 7.62E-03 
NaF 9.83E-05 核 黄 素 4.S6E-04 
RbCIl 9.81E-06 盐酸 硫 胺 2.42E-02 
ZrOCh:8H2O 9.80E-06 

生长 因子 /蛋白 
能 量 底 物 GABA 9.79E-01 
D- 葡 萄 粮 1.37E+01 哌 啶 酸 9.84E-04 
丙酮 酸 钠 3.92F-01 bFGF 5.77E-06 

TGFP1 2.3SE-08 

人 类 胰岛 素 3.92E-03 
脂 人 类 全 转 铁 蛋 白 1.37E-04 
亚 油 酸 1.88E-04 人 血清 身 蛋白 1.95E-01 
硫 辛酸 4.00E-04 谷 胱 甘 肽 (还原 的 ) 6.38E-03 
花生 四 烯 酸 1.29E-05 
胆固醇 1.12E-03 其 它 成 分 
DL-a 生育 酚 -乙酸 酯 2.90E-04 次 黄 嗓 吟 负 1.18E-02 
亚麻 酸 6.99E-05 某 酚 红 1.69E-02 
豆 苗 酸 8.S9E-0S 腐 胺 -2HCI 3.9SE-04 
油 酸 6.94E-05 胸 普 1.18E-03 
棕榈 酸 7.6SE-0S 2- 殖 基 乙 醇 9.80E-02 
棕榈 油 酸 7.71E-05 Pluronic F-68 2.33E-02 
硬 脂 酸 6.89E-05 Tween 80 3.29E-04 


[0054] ”以 上 配方 中 的 茶 些 成 分 也 可 以 被 奉 换 , 例如 , 以 便 促 进 TeSR 为 了 科研 的 应 用 或 
为 了 市 省 资金 。 例 如 ,可 以 使 用 培养 基 mTeSR1 蔡 换 TeSR1, 其 与 TeSR1 的 区 别 在 于 下 列 方 
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蛋白 (BSA) 可 以 蔡 换 人 血清 白 蛋 白 ,克隆 的 现 
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E 马 鱼 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 


(ZzbFGF) 可 以 替换 pFGF。TeSR1 描述 于 例如 Ludwig 等 人 (2006) , 该 文献 通过 引用 方式 全 文 


并 入 本 文 。 
[0055] 


[0056] 1. 在 县 


[0057] 


殉 基 乙醇 .大约 0.75% BSA 和 大 约 50ug/ml 抗 坏 血 

养 基 ”包括 TeSR1 培养 基 、TeSR2 培养 基 或 mTeSR 培养 基 。TeSR2 培养 基 基 本 上 与 TeSR1 培 
ye 

J 


“TeSR-GF” 或 “mTeSR-GF” 是 指 不 含 bFGF 和 TGF-B 的 TeSR 培养 基 。“EB 基 
养 基 ” 是 指 含有 下 列 的 培养 菇 :补充 了 大 约 20% BIT9500 (Stem Cell Technologies) 或 血清 


出 培 


替代 物 3(Sigma-Aldrich, St. Louis,MO) 大 约 1% NEAA 大约 lmML- 谷 氨 酰胺 、 大 约 0. 1mM 


发 的 IMDM。 如 本 文 使 用 的 术语 “TeSR 增 


二 + 垃 = 二 


在 培养 和 /或 维持 多 能 旨 
如 Matrigel” 或 纤 连 蛋白 的 二 维 培养 系统 中 ) 并 是 在 造 


胞 其 露 于 或 培养 于 具有 减少 的 、 基 本 上 消除 了 或 不 含 生 长 因子 的 确 ; 


施 方 式 中 ,所 述 培养 基 中 可 
平 的 生长 因子 的 TeSR 塔 养 
是 不 含 所 有 其 它 非 


子 , 例 如 , 以 促 ; 
[0058] 


关 基 相同 ,区 别 在 于 TeSR2 培养 基 是 人 源 化 的 。TeSR1 培养 基 、TeSR2 培养 
基 可 用 于 本 文 措 述 的 方法 中 。 
减少 的 生长 因子 含量 的 三 


预 


~ 


基 或 mTeSR 境 养 


旧 胞 培养 物 之 后 (例如 ,在 包括 TeSR 培养 基 和 基质 成 分 例 


[分 化 之 前 ,有 利 地 可 以 将 多 能 台 


1 细胞 。 
步骤 可 以 包括 :培养 多 能 细胞 大 约 12 小 时 至 大 约 7 天 或 更 长 


培养 基 中 , 在 一 些 实 
以 补充 TGF-B 和 /或 FGF-2。 例如 ,可 以 使 用 具有 实质 上 降低 水 
基 (例如 补充 大 约 0. 1ng/mL TGF-B8 和 大 约 20ng/mL FGF-2, 但 
胰 品 素 生 长 因子 ) 来 培养 或 “ 预 条 件 化 ”细胞 ,然后 暴露 于 另外 的 生长 因 
分 化 为 造 
该 “ 预 条 件 化 ” 培 3 


的 时 间 段 。 在 一 些 实施 方式 中 , 预 条 件 化 步 又 可 以 包括 培养 细胞 大 约 1 天 至 大 约 7 天, 大约 


1 天 至 大 约 3 天 ,或 大 约 1,2,3,4,5,6 或 7 天 ,或 其 中 的 任何 范 
约 1 天 至 大 约 3 天 的 预 条 件 化 培养 可 以 足够 显著 改善 后 续 的 多 能 细胞 的 造 
宇 培 养 基 可 以 包含 FGF-2 和 /或 TGF-B 。 
件 化 培养 物 中 补充 的 FGF-2 和 /7 或 TGF-B 的 量 可 以 少 于 用 于 维持 细胞 为 基本 上 未 分 化 状 


[0059] “用 于 了 


页 条 件 化 培养 中 的 确 ; 


态 的 确 ; 


E 培 养 基 中 的 上 


是。 在 一 些 实施 方式 中 , 在 预 条件 化 培养 过 程 中 可 以 在 确 》 


图 。 如 以 下 实施 方式 所 示 , 大 


[分 化 。 
通常 , 预 条 


EE 培养 基 中 


加 入 大 约 10pg/ml 至 大 约 5ng/mL, 或 大 约 0. 05ng/mL 至 大 约 0. 5ng/mL; 或 其 中 任意 范围 的 


TGF-B 。 在 多 个 实施 方式 中 , 在 预 条 件 化 培养 过 程 中 可 以 在 确 》 


培养 基 中 加 入 大 约 1ng/mL 


至 大 约 100ng/mL、 大 约 5ng/mL 至 大 约 50ng/mL, 或 大 约 10ng/mL 至 大 约 25ng/mL, 或 大 约 
20ng/mL 的 FGF-2。FGF-2 可 以 是 重组 产生 的 人 或 斑马 鱼 FGF-2。 


[0060] 
[0061] 


养 基 中 加 入 基质 成 分 。 当 在 合 
曾 殖 以 形成 不 
于 半 固 体 培 养 基 中 , 例 妇 


个 祖 细胞 能 够 ] 


37C 温 育 。 
[0062] 
用 胶原 IV、 纤 连 蛋 


B. 基质 成 分 
有 利 地 ,可 以 在 用 于 培养 和 维持 多 能 细胞 为 实质 上 或 基本 上 未 分 化 状态 的 确定 培 


行 CFC 测定 


I 补充 了 营养 物 和 细胞 因子 的 甲 


适 的 半 国 体 基 质 中 培养 时 , 被 称 作 集 落 形成 细胞 〈《CFC) 的 单 
连续 的 细胞 簇 或 集落 。 可 以 i 


:将 细胞 苹 浮 液 置 


可 以 使 用 多 种 基质 成 分 来 增 养 和 维持 多 能 细胞 ,例如 hESC 或 iPSC。 例 如 ,可 以 使 
和 白 ` 层 粘连 蛋白 和 玻 连 蛋白 的 组 合 来 提供 用 于 有 吓 胎 台 


基 纤 维 素 或 胶原 ,然后 在 例如 大 约 


四 胞 培养 和 维持 的 固 


体 支 持 物 , 如 Ludwig 等 人 (2006) 所 描述 ,该 文献 通过 引用 方式 全 文 并 入 本 文 。 


[0063] 
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由 小 鼠 肿 瘤 细胞 分 泌 的 凝 瞳 状 蛋 白 混合 物 , 可 以 通过 商业 途径 从 BD Biosciences (New 


Jersey, USA) 获得 。 该 混合 物 类 似 于 存在 于 很 多 组 织 中 的 复杂 的 细胞 外 环境 ,其 被 细胞 生 
物 学 家 用 作 基 底 以 培养 细胞 。 用 于 在 含有 Matrigel 的 确定 培养 


干细胞 的 方法 描述 于 例如 Ludwig 等 人 (2006) ,可 用 于 在 造 


基 中 培养 和 维持 人 类 胚胎 


I 分 化 之 前 培养 多 能 细胞 。 认识 


到 :本 发 明 可 以 使 用 妃 外 的 用 于 培养 和 维持 人 胚胎 干细胞 的 方法 , 如 本 领域 技术 人 员 所 知 


晓 。 
[0064] II. ES 细胞 的 接种 和 分 化 


[0065] ”在 造血 分 化 之 前 ,多 能 细胞 可 以 部 分 地 、 基 本 上 、 或 完全 分 离 或 个 体 化 。 可 以 以 单 


一 集落 或 元 隆 组 、 以 分 离 日 培养 的 组 织 的 细胞 簇 、 或 者 以 个 体 化 的 细胞 来 接种 多 能 细胞 以 
促进 造血 分 化 。 可 以 使 用 机 械 或 酶 学 方法 ,例如 将 包含 多 能 细胞 


的 组 织 暴 露 于 胰 蛋 白 酶 或 


TrypLE ”而 使 多 能 细胞 个 体 化 或 分 离 为 基本 上 单个 细胞 。 可 以 使 用 蛋白 水 解 酶 将 细胞 从 培 
养 表 面 上 分 离 下 来 ,以 及 使 细胞 目 身 分 离 。 可 用 于 个 体 化 ES 细胞 


以 进行 分 化 的 酶 包括 丝 氨 


发 和 蛋白酶 ,例如 胰 和 蛋白 酶 , 以 及 酶 的 混合 物 ,例如 存在 于 Accutase 中 的 那些 。 


[0066] ”可 以 以 基本 上 的 单个 〈 或 分 散 的 ) 细胞 向 接种 培养 基 中 加 入 或 接种 多 能 细胞 。 在 
一 些 实施 方式 中 , 以 大 约 0. 5-3x 10 个 细胞 /毫升 的 密度 将 分 散 的 ES 细胞 接种 进入 接种 培 


< 


日 .7 zz 2 
基 是 确定 培养 基 。 


养 基 或 mTeSR 培养 基 、 基 质 成 分 和 ROCK 抑制 剂 。 


[0067] ”可 以 在 含有 或 不 含 ROCK 抑 制剂. 蛋白 酶 抑制 剂 (例如 有 


养 基 中 的 表面 ,例如 低 附 着 表面 (low attachment surface)。 在 一 些 实施 方式 中 ,接种 培养 
页 想到 可 以 使 用 基本 上 任意 的 与 标准 无 菌 细胞 培养 物 相 容 的 物质 作为 培 


养 表面 ,虽然 在 一 些 实施 方式 中 可 以 有 利 地 使 用 低 附着 表面 。 接 种 培养 基 可 以 包含 TeSR 培 


EE 


下 蛋白酶 抑制 剂 ) 和 /或 PKC 


抑制 剂 的 接种 培养 基 中 培养 多 能 细胞 或 将 其 暴露 于 所 述 培养 基 , 并且 可 以 在 含有 一 种 或 多 


种 生长 因子 的 确定 培养 基 中 在 低 氧 空气 中 培养 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 , 接种 培养 基 中 可 
以 包含 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 〈《 例 如 大 约 0. 25mg/mL-0. 5mg/ml) 。 接 种 培养 基 和 确定 培养 基 
各 目 可 以 不 含 或 基本 上 不 含 饲养 细胞 。 随 后 可 以 收获 i 


一 步 分 化 的 细胞 。 例 如 , 可 以 在 接 


种 后 培养 大 约 8 天 至 大 约 12 天 或 更 长 的 时 间 , 或 在 接种 后 培养 大 约 6 天 至 大 约 9 天 产生 造 


[前 体 细胞 或 CD34+ 细胞 。 


[0068] ” 任 选 地 , 在 形成 类 胚 体 (EB) 的 过 程 中 , 在 含有 ROCK 抑制 剂 的 培养 基 中 可 以 包含 聚 
乙烯 醇 (PVA) 。 本 发 明 人 发 现 :虽然 PVA 不 是 在 含有 ROCK 抑制 剂 的 培养 基 中 形成 卫 必需 
的 ,但 是 ,在 形成 EB 过 程 中 , 可 以 在 培养 基 (例如 不 含 除了 降低 水 平 的 TGF-B 和 FGF-2 之 
外 的 生长 因子 的 TeSR 培养 基 ) 中 包括 PVA。 可 以 使 用 TrypLE ”或 其 它 酶 促 消 化 来 实质 上 个 


体 化 多 能 细胞 或 将 其 彼此 分 开 ,然后 暴露 于 ROCK 


任 选 地 , PVA) 并 形成 EBP。 
[0069] ”III. 多 能 细胞 向 造血 前 体 细 胞 的 分 化 


[0070] ”在 部 分 地 、 基 本 上 、 或 完全 分 离 或 个 体 化 多 能 细胞 之 后 , 可 以 在 确定 培养 基 中 i 


由 制剂 和 / 或 用 


步 培 养 细胞 以 促进 造血 分 化 。 已 经 发 现 :生长 因子 的 特 ; 


化 为 造血 前 体 细 胞 和 造血 细胞 谱系 。 进 一 步 发 现 


蛋白酶 抑制 剂 (和 / 或， 


EE 组 合 能 够 实质 上 促进 多 能 细胞 分 


:生长 因子 的 特 ; 


组 合 的 顺序 施用 可 用 于 
= 


步 促进 多 能 细胞 的 分 化 。 在 一 些 实施 方式 中 ,生长 因子 的 特定 旨 
[分 化 具有 关键 意义 。 例 如 ,本 文中 显示 :BMP4, VEGF,F1t3 配 体 , TL-3 和 GMCSF 的 组 合 可 用 


昌 合 对 于 多 能 细胞 的 造 


于 促进 造血 分 化 。 在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 人 发 现 :将 细胞 培养 物 依次 暴露 于 含有 BMP4 
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和 VEGF (和 任 选 地 ,FGF-2) 的 第 一 培养 基 和 含有 Flt3 配 体 ,IL-3 和 GMCSF 的 第 二 培养 基 能 


够 令 人 恢 奇 地 增加 多 能 细胞 向 造血 前 体 细胞 和 造血 细胞 的 分 化 。 例 如 , 如 以 下 实施 例 所 示 ， 


这 种 依次 暴露 引起 在 确定 条 件 下 在 相同 的 时 间 段 内 产生 的 造血 前 体 细 胞 数目 大 约 加倍 。 此 
外 ,在 含有 BMP4 和 VEGF 的 培养 基 中 加 入 FGF-2(50ng/ml) 引起 从 多 能 细胞 产生 造血 前 体 细 


胞 的 效率 至 少 加 倍 。 


[0071] ”可 以 使 用 确定 的 或 非 确定 的 条 件 i 


行 多 能 细胞 向 造血 前 体 细胞 的 分 化 ,一 般 地 将 


认识 到 :在 预期 把 得 到 的 细胞 施用 至 人 类 受 试 者 的 实施 方式 中 ,一般 优选 使 用 确定 的 条 件 。 


可 以 在 确定 的 条 件 〈 例 如 使 用 TeSR 培养 基 和 基质 成 分 例如 Matrigel ) 下 从 多 能 干细胞 培 


养 造 血 干细胞 , 可 以 从 衍生 目 多 能 细胞 的 类 胚 体 产生 造血 细胞 。 在 其 它 实施 方式 中 , 可 以 与 


0P9 细胞 或 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 共 培 拳 多 能 


胞 ,并 随后 进行 分 化 。 


[0072] ”可 以 使 多 能 细胞 形成 类 胚 体 ， 作为 分 化 过 程 的 部 分 。 “类 胚 体 (EB) ”或 生长 中 的 
细胞 的 簇 的 形成 (为 了 谤 导 分 化 ) 一 般 包 括 人 类 多 能 干细胞 体外 聚集 为 EB, 并 允许 人 类 多 


能 干细胞 目 发 和 随机 分 化 为 代表 内 胚层 、 外 


胚层 和 中 胚层 来 源 的 多 种 组 织 类 型 。 因 此 , 三 


维 的 EB 可 用 于 产生 造血 细胞 和 内 皮 细 胞 的 一 些 级 分 (fraction)。 


[0073] ”可 以 使 用 以 下 程序 形成 BB。 可 以 通过 


使 用 胶原 酶 IV(lmg/ml) 在 大 约 37C 处 理 大 


约 10 分 钟 来 收获 汇合 的 适应 于 在 Matrigel” 包 被 的 平板 上 以 无 饲养 细胞 方式 生长 的 未 分 


化 的 hESC 或 iPSC。 可 以 在 温 育 后 洗涤 扎 使 其 不 含 胶 原 酶 ,可 以 通过 在 BB 基础 培养 基 中 天 


孔 来 形成 BB。 可 以 在 次 日 将 培养 基 更 换 为 含有 不 同 的 生长 因子 配方 的 EB 分 化 培养 基 。 


[0074] ”为 了 促进 EB 的 形成 ,可 以 将 细胞 转移 至 低 附 着 平板 ,在 含有 补充 了 大 约 20% 


BIT9500 (Stem Cell Technologies) 或 


| 


清 蔡 代 物 3 大 约 1% NEAA、 大 约 ImM L- 谷 氨 酰 胶 、 


大 约 0. lmM 琉 基 乙醇 、 大 约 0.75% BSA 和 大 约 50ug/ml 抗坏血酸 的 IMDM 的 “EB 基础 培养 


基 ” 中 过 夜 温 育 。 次 日 ,可 以 从 每 个 孔 中 收集 细胞 并 离心 。 然 后 可 以 将 细胞 重 悬 于 “了 B 分 
化 培养 基 ” 中 ,其 由 补充 了 大 约 50ng/ml 骨 形 态 发 生 因子 (BMP-4) 、 大 约 50ng/ml 血管 内 皮 


生长 因子 (VEGP) 、 大 约 25ng/ml 于 细胞 因子 (SCF) 、 大 约 25ng/ml Flt-3 配 体 (FLt-3L) 大 
约 10ng/ml 白介素 -3(IL-3) .大约 10ng/ml 白介素 -6(TL-6) 、 大 约 20ng/ml 粒 细 胞 集落 刺 
激 因 子 (G-CSF) 、 大 约 20ng/ml 粒 细 胞 - 巨 噬 细 胞 集落 刺激 因子 (GM-CSF) 、 大 约 0. 2U/ml 红 
细胞 生成 素 (EP0) 、 大 约 25ng/ml 血小板 生成 素 (TP0) 和 大 约 25ng/mlFGF-2 的 BB 基础 培养 


基 组 成 。 可 以 每 4 天 更 换 该 培养 基 :通过 将 EB 转移 进入 15-mL 的 管 并 使 聚集 体 沉降 大 约 5 


分 钟 来 进行 。 在 一 些 实施 方式 中 , EB 分 化 培养 基 可 以 含有 大 约 BMP4( 例如 大 约 50ng/ml) ， 
VEGF( 例如 大 约 50ng/ml) 和 任 选 地 ,FGF-2( 例如 大 约 25-75ng/ml 或 大 约 50ng/ml)。 可 以 


吸出 上 清 液 并 替换 为 新 鲜 的 分 化 培养 基 。 


或 者 ,可 以 每 2 天 向 细胞 半 喂 (half fed) 以 新 鲜 


的 培养 基 。 可 以 在 分 化 过 程 中 的 不 同时 间 点 收获 细胞 。 


[0075] “可 以 使 用 确定 培养 基 从 多 能 干细胞 培养 造血 前 体 细胞 。 使 用 确定 培养 基 将 多 能 细 


胞 分 化 为 CD34+ 造血 干细胞 的 方法 描述 于 例如 美国 申请 号 61/015, 813, 通过 引用 方式 全 文 


并 入 本 文 而 无 放弃 。 预 想到 这 些 方法 可 用 于 本 发 明 。 


[0076] 例如 , 可 以 使 用 确定 培养 基 来 诱导 造 
子 BMP-4, VEGF,Flt3 配 体 , IL-3 和 /或 GMCSF。 可 以 将 多 能 细胞 培养 于 含有 BMP4, VEGF 和 


任 选 地 FGF-2 的 第 一 确定 培养 基 中 ， 人 配 体 , TIL-3 和 GMCSF ?或 “Fl1t3 配 


体 , IL-3, IL-6 和 TP0” 的 第 二 培养 基 中 。 


1 CD34+ 分 化 。 确 定 培养 基 可 以 含有 生长 因 
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1 或 内 皮 分 化 。 


明 
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可 以 通过 机 械 或 酶 促 方式 (例如 使 用 胰 和 蛋白 酶 或 TrypLE ) 使 细胞 实质 上 个 体 化 。 


也 可 以 在 
化 ; 
[0078] 


行 ,例如 使 用 自动 器 目 动 化 。 
有 定 方 法 用 于 多 能 细胞 问 造 


培养 基 中 包括 ROCK 抑制 剂 ( 


里 然 使 用 丰 


选 的 ,但 是 在 多 个 实 


的 非 负 
培养 
培养 


和 十 


ESC, 


施 方式 中 也 可 使 用 
方法 包括 在 饲养 细胞 例如 小 鼠 


[前 体 细 胞 的 分 化 在 一 些 情况 下 可 
定 方式 。 一 种 用 于 从 人 类 ESC 分 化 造 
成 纤维 细胞 (MEF) 饲养 层 或 小 鼠 基 质 细 胞 系 0P9 上 


网 如 了 152 或 Y-27632) 。 预 想到 这 些 方法 可 以 自动 


台 已 日 


能 是 优 
1 干细胞 


此 营养 


ESC, 其 诱导 向 CD34+ 的 有 力 分 化 。 简 而 言 之 , 可 以 在 存在 生长 因子 的 情况 下 在 MEF 上 


MEF 为 细胞 提供 基底 以 及 可 能 


物 。 与 玫 


-一 ETA 


nny 


的 条 件 不 同 , 使 用 OP9 细胞 一 般 


需 另 外 的 生长 因子 来 诱导 CD34+ 分 化 。 这 些 过 程 发 生 的 机 理 仍 然 未 完全 知晓 。 该 方法 也 


1 请 


可 与 一 些 
修改 那些 
清 奉 代 


[0079] 


已 


生长 因子 和 
使 用 小 鼠 逢 
物 而 非 FBS。 
可 以 使 用 以 下 的 


证 


EMD 


FBS+100ng/ml TPO 中 的 几乎 ;> 
鲜 培 养 基 。 在 第 7 天 ,可 以 通过 使 用 胶原 酶 TV ， 


上 定 程 序 来 使 多 能 细胞 分 化 为 造 
地 维持 于 MEF 上 ,然后 以 1xl10 个 细胞 /和 孔 (1 个 孔 是 9.6cm) 转移 至 a MEM+20 5 下 
[ 合 的 0P9 基质 细胞 上 。 可 以 在 第 2 天 和 第 4 天 癌 细 胞 喂 以 新 
各 细胞 按照 1 : 


联合 使 用 Wang, 2007) 。MEF 经 常用 于 培养 和 维持 人 类 ESC。 可 以 
台 成 纤维 细胞 上 的 培养 物 的 方法 (例如 以 下 程序 ) 以 包括 Knockout™ 


“7 了 
[NF 


1 细胞。 可 以 将 HL 细胞 常规 
上 定 的 


3 分 传 到 新 鲜 的 0P9 细胞 上 。 


可 以 在 第 8 天 和 第 10 天 向 细胞 喂 以 新 鲜 培 养 基 。 在 第 11 天 ,可 以 使 用 胶原 酶 IV 处 理 、 然 


后 以 胰 重 


白 酶 /EDTA 处 理 将 细胞 按照 1 : 


后 可 以 将 
每 日 加 入 
的 描述 i 
[0080] 
[0081] 


包括 红细胞 .六 细胞、 巨 叭 细胞 和 巨 核 细 
id differentiation medium) 、 甲 基 纤 维 素 和 巨 核 细 胞 分 化 培养 


(erythro 


培养 基 更 换 为 a MEM+10%6 而 
另外 的 lml 此 培养 基 来 喂养 


1 分 传 到 新 鲜 的 0P9 细胞 上 , 以 
有 定 的 FBSt100ng/ml TP0。 从 第 14-16 天 起 ,可 以 通过 


日 


得 到 单一 细胞 , 然 


细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 按照 Gaur 等 人 ,2006 


行 涉及 0P9 细胞 的 分 化 方法 , 该 文献 通过 引用 方式 全 文 并 入 本 文 。 


IV. 造 
本 发 明 可 以 与 多 种 方法 一 起 使 用 


L 前 体 细胞 分 化 为 骨髓 或 淋巴 谱系 
DA 


一 步 使 造 
胞 。 这 些 方法 可 以 包括 使 用 红 系 分 化 培养 


全 


式 中 , 造 


L 祖 细胞 也 可 以 分 化 为 内 皮 细 胞 或 用 于 产生 


[0082] 


| 


这 些 细胞 谱系 可 用 于 多 种 医学 治 ; 


以 用 于 


区 域 性 贫 


例如 镰刀 
[0083] 
胞 上 骨 攻 
的 造 


1 谱 


液 移植 . 在 其 它 


细胞 贫 
已 经 开发 了 体 儿 


I 症 (Hanna 等 人 ,2007) 。 
检验 系统 来 ; 


系 细胞 的 形态 学 i 


EE 量 红 细胞 、 粒 旨 
髓 细胞 谱系 的 多 潜能 祖 细胞 和 谱系 限制 性 祖 细 胞 。 
只 别 来 分 类 和 列举 集落 形成 
通过 挑 取 单一 集落 、 然 后 使 用 细胞 化 学 和 免疫 细胞 化 学 方法 将 细胞 染色 来 i 


| 


己 
已 


[前 体 干 细胞 分 化 为 细胞 谱系 ， 


Le] 


亲 和 应 用 中 。 例 如 ,红细胞 谱系 可 用 于 产生 


> 


基 。 在 一 些 实施 方 


ES 


1 液 


bee 


二 


| 


实施 方式 中 , 内皮 细胞 可 用 于 产生 新 的 
1。 或 者 ,在 一 些 实施 方 式 中 ,可 以 施用 根据 本 发 明 分 化 的 造 


,新 的 血管 可 用 于 治疗 
[细胞 以 治疗 疾病 ， 


已 


四 胞 . 单 核 细胞 - 巨 噬 细 胞 和 巨 核 细 


可 以 基于 集落 内 的 一 种 或 多 种 类 型 


有 胞 《CFC) 。 可 以 通过 光学 显微镜 或 


行 原 位 的 集落 


评价 和 列举 。 在 CFC 检验 中 已 经 使 用 了 多 种 股 凝 试剂 ,包括 琼脂 、 玉 脂 糖 、 甲 基 纤 维 素 、 上 胶原 


和 纤维 蛋 
[0084] 


白 块 。 
人 . 红 系 分 化 
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[0085] ”造血 祖 细胞 可 以 分 化 为 红 系 细胞 , 使 用 例如 红 系 分 化 培养 基 。 红 系 分 化 培养 基 可 
以 是 无 血清 的 或 确定 培养 基 , 并 且 所 述 培养 基 可 以 含有 SCF, EP0, TP0, 胰 岛 素 ,地 寨 米 松 或 
氧化 可 的 松 和 转 铁 和 蛋白 (Slukvin 等 人 ,2007) 。 

[0086] ”可 以 使 用 以 下 程序 使 造血 前 体 细胞 分 化 为 红 系 细胞 。 红 系 祖 细胞 可 以 这 样 产生 : 
将 衍生 自 IL-3,FLT-3,SCF 和 TPO 的 造血 前 体 细胞 置 于 含有 氧化 可 的 松 (10-6W 、 全 转 铁 重 
白 和 EXCYTE 的 培养 基 中 。 如 以 下 实施 例 所 示 , 1x10°hESC 能 够 产生 2x10° 个 红 系 祖 细 胞 。 
[0087] ”B. 甲 基 纤 维 

[0088] “可 以 使 用 甲 基 纤维 素来 诱导 从 造血 祖 细胞 分 化 出 红细胞 、 巨 叭 细胞 和 7 或 粒 细 
胞 。 甲 基 纤 维 素 是 相对 惰性 的 聚合 物 ,其 形成 具有 良好 光学 透明 性 的 稳定 凝 股 。 其 通常 
以 0.9% -1.2% 的 终 浓 度 被 用 于 培养 基 中 ,其 中 补充 下 列 化 合 愧 ,包括 : 胎 牛 血清 (FBS)、 
牛 血 清白 蛋白 BSA) 、2- 琉 基 乙醇 胰岛 素 、. 转 铁 和 蛋白 和 重组 细胞 因子 或 条 件 化 培养 基 , 作 
为 集落 刺激 因子 的 来 源 。 涉 及 使 用 甲 基 纤维 素 分 化 细胞 的 方法 描述 于 例如 Kaufman 等 人 
(2001) 。 
[0089] “相对 于 其 它 类 型 的 半 固 体 基 质 , 基于 甲 基 纤维 素 的 塔 养 基 允许 红 系 谱系 细胞 更 好 
地 生长 ,从 而 允许 在 相同 的 培养 物 内 检验 红 系 、 粒 细胞 、. 单 核 细胞 和 多 洪 能 CFC。 巨 核 细胞 祖 
细胞 适宜 地 培养 于 补充 的 基于 胶原 的 培养 基 中 , 并 使 用 免疫 细胞 化 学 染色 法 特异 性 鉴定 。 
[0090] C. 六 和 分 
[0091] “造血 祖 细胞 可 以 进一步 分 化 为 巨 核 细 胞 。 在 体内 , 巨 核 组 胞 存在 于 血液 骨髓 中 并 
通过 多 种 过 程 或 从 前 血小板 (proplatelet) 产生 血小板 ,其 形成 于 细胞 上 。 人 体内 的 巨 核 
细胞 仅 代表 一 小 部 分 的 骨髓 细胞 , 但 其 数目 响应 于 一 些 疾病 可 以 增加 至 多 达 10 倍 。 在 体 
内 , 巨 核 细胞 通 铝 分 化 上 自 造血 细胞 ,如 下 所 述 : 原 血 细胞 (hemacytoclast) 分 化 巨 核 母 细 
胞 ,然后 巨 核 母 细胞 分 化 为 前 巨 核 细胞 , 然后 前 巨 核 细 胞 分 化 为 巨 核 细 胞 。 

[0092] “可 以 使 用 多 种 培养 基 和 方法 使 多 能 细胞 或 造血 前 体 细胞 分 化 为 巨 核 细 胞 。 例如 在 
US 2007/0077654( 其 通过 引用 方式 全 文 并 入 本 文 而 无 放弃 ) 中 描述 的 用 于 使 多 能 细胞 分 化 
为 巨 核 细胞 的 方法 和 培养 基 可 用 于 本 发 明 中 。 
[0093] “在 巨 核 细 胞 分 化 培养 基 中 优选 包含 生长 因子 。 例 如 , 巨 核 细 胞 分 化 培养 基 可 以 
含有 下 列 生 长 因子 中 的 1、2、3、4 种 或 全 部 :FLT-3 配 体 、 干 细胞 因子 (SCP) ` 血 小 板 生 成 素 
(TP0) .白介素 -3(IL-3) 和 白介素 -6(IL-6) 。 在 一 些 实施 方式 中 , 在 巨 核 细 胞 分 化 塔 养 基 中 
可 以 仅 包 含 SCF。 在 其 它 实 施 方式 中 , SCE 可 以 与 IL -3 和 /或 1L-6 中 的 一 项 或 二 者 组 合 。 
在 多 个 实施 方式 中 ,本 发 明 的 巨 核 细胞 分 化 培养 基 中 可 以 不 含 FLT-3 配 体 和 /或 TP0。 
[0094] “可 以 通过 以 下 程序 使 造血 细胞 分 化 为 巨 核 细胞 。 可 以 通过 将 造血 前 体 细胞 置 于 含 
有 100ng/ml TP0, SCF, FLT-3,20% BIT9500 的 培养 基 中 来 产生 巨 核 细 胞 。 如 以 下 实施 例 所 
示 , 1x10° 个 hESC 能 够 产生 0. 06x10° 个 巨 核 细 胞 。 
[0095] 。 巨 核 组 胞 分 化 培养 基 可 用 于 诱导 产生 巨 核 细 胞 。 已 经 描述 了 多 种 用 于 产生 巨 核 
细胞 的 产品 和 方法 ,并 且 可 用 于 本 发 明 中 , 例如 在 WO2006/050330 中 描述 的 那些 。 另 外 ， 
Megacult 可 以 获 自 Stem Cell Technologies, 并 且 可 用 于 产生 /分 化 巨 核 细 胞 。 在 多 个 实 
施 方式 中 , 可 以 在 巨 核 细胞 分 化 培养 基 中 加 入 血小板 生成 素 (TP0) .白介素 3(TL-3) 、 白 介 
素 6(IL-6) 和 7 或 干细胞 因子 。 用 于 细胞 分 化 为 巨 核 细胞 的 方法 描述 于 例如 Kaufman 等 人 
(2001) 。 
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[0096] DD. 细胞 分 

[0097] ”造血 细胞 也 可 以 分 化 为 内 皮 细 胞 。 例 如 可 以 使 用 以 下 的 程序 产生 内 皮 细 胞 , 以 移 
植 进 入 动物 或 人 类 受 试 者 。 可 以 将 衍生 自 人 类 ES 细胞 的 CD31+ 细胞 培养 于 EGM -2 培养 基 
(Lonza, Switzerland) 或 含有 50ng/mL rhVEGF 和 5ng/mL rhFGF-2 的 分 化 培养 基 中 7 至 10 
天 。 

[0098] ”为 了 内 皮 细 胞 的 进一步 扩 增 和 分 化 ,可 以 将 分 离 的 CD31+ 细胞 培养 于 含有 VEGF， 
FGF, EGF, IGP, 抗 坏 血 酸 和 FBS 的 内 皮 分 化 培养 基 (Lonza 目录 号 CC3202) ,或 含有 50ng/ml 
[管内 皮 生 长 因子 (VEGF) 和 FGF-2( 例 如 50ng/ml 斑马 鱼 FGF-2) 的 分 化 培养 基 中 。 可 以 
将 细胞 培养 2 至 3 周 。 
[0099] “可 以 使 用 以 下 程序 来 诱导 内 皮 分 化 。 为 了 内 皮 细 胞 的 扩 增 和 分 化 ,可 以 将 分 离 的 
CD34+ 细胞 接种 于 EGM-2MV 培养 基 (Cambrex) 中 的 明胶 包 被 的 孔 (1.5 至 2x10 细胞 /cm) 
中 。 也 可 以 使 用 胶原 工 包 被 的 孔 (BD labware) , 虽然 明胶 通常 比 胶原 工 包 被 的 孔 人 便宜。 可 
以 在 含有 内 皮 生 长 因子 、hVEGFies (50ng/mL) 和 FGF-2(5ng/mL) 的 hESC 分 化 培养 基 中 培养 
CD34+ 细胞 。 在 温 育 大 约 7-10 天 后 ,可 以 通过 胰 和 蛋白酶 处 理 收获 粘 附 细胞 ,并 用 于 分 析 。 
[0100] ”可 以 通过 Matrigel 塞 成 像 来 评价 内 皮 细 胞 。 例如 ,可 以 使 用 以 下 程序 来 使 细胞 成 
像 :可 以 将 衍生 自 hESC 或 iPSC 的 内 皮 细 胞 (EC) 悬浮 于 Matrigel( 例 如 大 约 1x10 细胞 / 
诗 升 ) ,并 皮下 注射 进入 SCID Beige 小 鼠 。 然 后 可 以 在 大 约 第 14 天 静脉 内 注射 入 FITC 区 
聚 糖 ,然后 取出 Matrigel 塞 。 可 以 收集 塞 并 使 用 奖 光 成 像 技术 来 成 像 , 可 以 就 是 否 存在 新 
生 血 管 来 分 析 所 述 的 塞 。 

[0101] ”E. 肥大 细胞 的 产生 

[0102] “造血 前 体 细胞 可 以 进一步 分 化 为 肥大 细胞 。 多 能 细胞 暴露 于 干细胞 因子 (SCP)， 
IL-6, IL-3, IL-4, IL-9 和 7 或 IL-10 可 以 促进 肥大 细胞 的 分 化 。 

[0103] ”在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 使 用 以 下 程序 促进 向 肥大 细胞 的 分 化 。 可 以 通过 将 造血 
前 体 细胞 置 于 含有 100ng/ml TP0, SCF, FLT-3,20% BIT9500 的 “MK3” 培 养 基 中 而 使 造血 细 
胞 首先 分 化 为 巨 核 细胞 。 随 后 可 以 通过 在 谍 3 扩 增 培养 基 、 然 后 在 含有 50ng/ml SCF, 50ng/ 
ml IL-6 的 培养 基 中 扩 增 前 体 来 产生 肥大 细胞 。 

[0104] ”在 多 个 实施 方式 中 ,也 可 以 使 用 分 化 脐带 血 或 外 周 血 为 肥大 细胞 的 方法 来 促进 巨 
核 细 胞 的 分 化 。 例如 ,Schernthaner 等 人 (2001) 描述 了 在 多 个 时 间 点 使 用 SCF 并 结合 IL-6 
或 “IL-4, IL-6 和 IL-10” 以 使 脐带 血 祖 细胞 分 化 为 肥大 细胞 的 方法 。Lappalainen 等 人 
(2007) 提供 了 通过 使 用 加 入 了 不 同 的 时 间 段 的 SCF 和 其 它 细胞 因子 《IL-3, IL-6, IL-9 和 
IL-4) 培养 细胞 而 使 外 周 血 分 化 为 肥大 细胞 的 方法 。 预 想到 这 些 方法 任 一 项 都 可 成 功用 于 
本 发 明 。 

[0105] 。”E， 巨 噬 台 0 树 突 
[0106] ”造血 前 体 细胞 可 以 进一步 分 化 为 树 突 细胞 。 例 如 ,可 以 将 造血 前 体 细胞 置 于 含 
有 200ng/ml GMCSF 的 培养 基 中 8 天 。 然 后 可 以 通过 将 细胞 置 于 含有 Mr-CSF(LOng/ml) 和 
IL-1B (20ng/ml) 的 培养 基 中 2 周 而 使 这 些 细胞 进一步 分 化 为 巨 噬 细 胞 , 或 者 通过 将 细胞 
置 于 “20ng/mlGMCSF, 20ng/ml IL-4” 而 使 其 分 化 为 树 突 细 胞 。 如 以 下 实施 例 所 示 , 1x10 hESC 
能 够 产生 大 约 0. 2-2. 5x 108 树 突 细胞 和 大 约 0. 5-2. 5x105 巨 哄 细胞 。 

[0107] VY. 多 能 细胞 分 化 为 内 皮 细 胞 


己 
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[0108] ”在 本 发 明 的 多 个 实施 方式 中 ,多 能 细胞 ,例如 iPSC 或 pESC, 可 以 分 化 为 内 皮 细 胞 。 
由 于 内 皮 细 胞 构成 血管 的 一 部 分 ,所 以 这 些 细胞 可 以 是 特别 有 用 的 , 例如 用 于 筛选 或 测试 
化 合 物 以 测定 该 化 合 物 对 于 血管 或 内 皮 细 胞 的 效应 、 药 理学 或 毒 理学 。 内 皮 细 胞 也 可 用 于 
评价 或 鉴定 一 项 或 多 项 以 下 性 质 :血管 收缩 或 舒张 .血压 的 控制 .血液 凝结 (例如 血栓 形成 
或 纤维 蛋白 溶解 ) ,促进 或 减少 动脉 粥 样 硬化 .血管 发 生 、 炎 症 和 /或 对 屏障 功能 的 效应 ( 例 
如 血 脑 屏障 功能 或 化 合 物 的 转运 ) 。 内 皮 细 胞 也 可 用 于 旬 选 或 鉴定 可 以 促进 或 减少 冠状 动 
脉 疾病 糖尿病、 高 血压 或 高 胆固醇 血 症 的 化 合 物 。 

[0109] ”在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 在 补充 了 TGF ( 例如 大 约 0. Ing/ml) 和 FGF (例如 20ng/ 
ml) 的 确定 培养 基 〈 例 如 ,TeSR 培养 基 ) 中 预 条 件 化 多 能 细胞 大 约 12-36 小 时 或 大 约 24 小 
时 。 然后 可 以 在 汇合 时 收获 细胞 ,例如 使 用 TrypLE 在 大 约 37 人 处 理 大 约 5 分钟。 可 以 将 细 
胞 收集 于 了 印 基础 培养 基 (例如 含有 补充 了 下 列 物 质 的 IMDM :大 约 20% BIT9500 (Stem Cell 
Technologies) 或 血清 替代 物 -3 大约 1% NEAA、 大 约 1mM L- 谷 氨 酰胺 、 大 约 0. 1mM 玖 基 
乙醇 、 大 约 0.75% BSA、 大 约 50ug/ml 抗坏血酸 和 ROCK 抑制 剂 ,例如 1 MH-1152) 。 然 后 可 
以 将 细胞 培养 于 低 附 着 培养 表面 或 平板 ,生物 反应 器 ,或 旋转 瓶 等 。 

[0110] ”培养 大 约 12-24 小 时 后 ,可 以 收集 细胞 并 重 悬 于 补充 了 BMP-4( 例 如 50ng/ml)， 
VEGF( 例如 50ng/ml) 和 FGF-2( 例 如 50ng/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 。 可 以 在 大 约 第 4 天 将 
培养 基 至 少 部 分 更 换 为 新 鲜 培 养 基 。 在 四 分 化 的 大 约 第 7 天 ,可 以 将 细胞 置 于 内 皮 分 化 
培养 茜 中 ,例如 EGM-2MV, Lonza 目录 号 CC3202。 在 一 些 实施 方式 中 ,内 皮 分 化 培养 基 包 合 
VEGF,，FGF，EGF，IGF, 抗坏血酸 和 /或 FBS 中 的 至 少 1、2、3、4、5 项 或 所 有 项 。 随 后 可 以 收 
集 内 皮 细 胞 ,例如 在 培养 的 第 10 天 。 可 以 使 用 例如 MACS 或 FACS, 使 用 一 种 或 多 种 细胞 标 
志 物 ,例如 CD31 和 /或 CD105 从 细胞 群体 中 实质 上 纯化 内 皮 细 胞 的 群体 。 如 以 下 实施 例 所 
示 , 在 本 发 明 的 一 些 实施 方式 中 ,可 以 成 功 地 从 iPSC 或 hESC 产 生 内 皮 细 胞 。 可 用 于 鉴定 或 
实质 上 纯化 内 皮 细 胞 的 细胞 标志 物 包 括 CD31, CD105, CD144 (VE- 钙 粘 蛋白 ) , CD106, CD146 
和 Z01( 紧密 连接 蛋白 ) 。 

[0111] “VI. 低 氧 和 分 化 

[0112] ”在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 使 用 实质 上 的 低 氧 条 件 来 促进 多 能 细胞 分 化 为 造血 祖 细 
胞 。 如 本 领域 技术 人 员 将 认识 到 ,小 于 大 约 20. 8% 的 空气 氧 含量 将 被 认为 是 低 氧 的 。 培 养 
物 中 的 人 类 细胞 可 以 在 小 于 环境 空气 的 氧 含 量 的 空气 条 件 下 生长 。 可 以 通过 降低 暴露 于 培 
养 基 的 空气 氧 来 实现 这 种 相对 的 低 氧 。 有 征 胎 细胞 在 体内 通常 是 在 降低 的 氧 条 件 下 发 育 ,一 
般 是 大 约 1% 至 大 约 6% 的 空气 氧 , 二氧化碳 为 环境 水 平 。 不 希望 被 理论 所 限 ,预想 到 低 氧 
条 件 可 以 模拟 某 些 胚胎 发 育 条 件 的 方面 。 如 以 下 实施 例 所 示 , 在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 使 用 
低 氧 条 件 来 促进 多 能 细胞 例如 iPSC 或 hESC 另外 向 更 加 分 化 的 细胞 类 型 例如 造血 前 体 细胞 
的 分 化 。 
[0113] ”以 下 低 氧 条 件 可 用 于 促进 多 能 细胞 向 造血 祖 细胞 的 分 化 。 在 一 些 实施 方式 中 ， 
小 于 大 约 20%、 小 于 大 约 19%、 小 于 大 约 18%、 小 于 大 约 17%、 小 于 大 约 16%、 小 于 大 约 
15%、 小 于 大 约 14%、 小 于 大 约 13%、 小 于 大 约 12%、 小 于 大 约 11%、 小 于 大 约 10%、 小 于 大 
约 9%、 小 于 大 约 8%、 小 于 大 约 7%、 小 于 大 约 6%、 小 于 大 约 5%、 大 约 5%、 大 约 4%、 大 约 
3%、 大 约 2% 或 大 约 1% 的 空气 氧 含量 可 用 于 促进 向 造血 前 体 细胞 的 分 化 。 在 一 些 实施 方 
式 中 , 低 氧 空 气 含 有 大 约 5% 的 氧气 。 
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[0114] “VII， 确 各 
[0115] “如 本 文 所 述 ,一 种 或 多 种 确定 培养 基 可 以 有 利 地 用 于 促进 多 能 细胞 向 造 血 前 体 细 
胞 的 分 化 ;特别 地 ,动物 产品 例如 血清 和 小 鼠 饲 养 层 的 消除 能 够 降低 与 “细胞 暴露 于 动物 产 
品 ?” 相 关 的 风险 , 并 允许 产生 可 以 更 安全 地 向 人 类 受 试 者 施用 的 细胞 。 由 于 传统 的 干细胞 培 
产品 和 小 鼠 饲 养 层 , 以 使 干细胞 分 化 为 多 种 细胞 类 型 ,所 以 这 些 传 
阮 模 、 增 大 的 生物 学 差异 性 和 潜在 的 污染 ,并 且 严 重 阻碍 了 ES 细胞 


养 物 的 发 展 依赖 于 
统 程序 具有 有 限 的 分 化 ; 


说 明 书 


在 移植 治疗 中 的 应 用 ,要 不 然 它们 可 能 被 证 明 是 有 用 的 。 


[0116] ”特别 地 ,本 发 明 人 发 现 :将 多 能 细胞 暴露 于 包含 
于 培养 基 中 的 细胞 因子 《 
和 /或 FGF-2 的 组 合 ) 的 玫 
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虽然 细胞 培养 基 中 的 单独 的 BMP-4 和 单独 的 VEGF 不 促进 造 


定 培 养 基 可 用 于 促进 问 造 血 前 体外 


旧 


FE 常 有 限 数 目的 同时 或 依次 包含 
网 如 ,BMP4, VEGF, FLT-3 和 IL-3, 任 选 与 GMCSF, 1L-3. IL-6, TPO0 


旧 胞 的 分 化 。 令 人 尺 奇 地 发 现 : 


1 分 化 ,但 是 在 细胞 培养 基 加 入 


BMP4 和 VEGF 二 者 协同 地 促 ; 


1 细胞 。 在 确 ; 


培养 基 中 加 入 FGF-2 与 BMP4 和 VEGF 能 够 促 i 


下 实验 所 示 , 在 该 培养 


少 加 倍 。 


并 且 在 一 些 实施 方式 中 是 必需 的 一 前 体 细胞 分 化 为 造 


多 能 细胞 的 分 化 ;例如 ,如 以 


基 中 加 入 FGF-2 引起 从 多 能 细胞 产生 造血 前 体 细胞 HPC) 的 效率 至 


[0117] ”本 发 明 人 还 发 现 :在 一 些 实施 方式 中 , 在 相同 的 时 间 段 内 ,相对 于 将 细胞 同时 暴 
露 于 所 有 下 列 细胞 因子 而 言 ,将 前 体 细胞 依次 暴露 于 第 一 组 合 “BMP4, VEGF 和 任 选 地 ， 


FGF-22” 然后 暴露 
惊奇 地 进一步 促 ; 
后 和 暴露 于 “FLT-3 和 IL-3” 之 前 使 细胞 再 聚集 , 以 促 ; 
露 。 不 希望 被 任 


的 分 化 。 


分 化 (例如 问 造 


AH 


里 论 所 限 , 预想 到 该 再 聚集 的 步骤 可 以 ; 


[0118] ”培养 菇 通 1 


有 妃 外 的 营养 物质 、 氢 基 


中 , 确定 培养 基 含 有 下 表 1 中 所 列 的 一 种 或 多 利 


于 “FLT-3, IL-3 和 GMCSF” 或 “FLT-3, IL-3, TP0, IL-3 和 IL-6” 能 够 令 人 
[前 体 细 胞 的 分 化 ) 。 可 以 在 暴露 于 “BMP4 和 VEGF” 之 


或 改进 细胞 向 后 续 生长 因子 的 暴 
一 步 促 进 细胞 向 迁 血 前 体 细胞 


用、 抗生素 、 绥 冲剂 等 。 在 一 些 实施 方式 


成 分 。 以 下 培养 基 可 以 含有 大 约 25ng/ml 


Flt-3、 大约 10ng/ml IL-3 和 大 约 10ng/ml GMCSFE。 培 养 基 可 以 含有 一 种 或 多 种 抗生素 , 虽 


然 可 以 在 不 存在 抗生素 的 情况 下 在 细胞 上 进行 分 化 的 方法 。 如 以 下 实施 例 所 示 , 在 IMDM 培 


养 基 中 加 入 血 》 


[0119] ” 表 2. IMDM 看 


[0120] 


[0121] ”A. 生长 因子 


进一步 促进 多 能 细胞 的 分 化 。 


E 培 养 基 


0. lmM 非 必 需 氨基 酸 


[0122] ”多 种 生长 因子 可 用 于 促进 多 能 细胞 向 迁 血 前 体 细胞 的 分 化 。 在 一 些 实施 方式 中 ， 


本 发 明 的 确定 塔 养 基 可 以 含有 1、2 或 更 多 种 生长 因子 ,例如 “BMP-4 和 VEGF” 或 “BMP-4， 
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VEGF, FLT-3, TL-3 和 GMCSF”。 

[0123] ”可 以 包含 于 本 发 明 的 确定 培养 基 中 的 生长 因子 包括 但 不 限于 :BMP-4, VEGF, pFGF， 
干细胞 因子 (SCP) , F1t3 配 体 , 白介素 3(IL-3) ,白介素 6(1L-6), 白介素 9(1L-9), 白介素 
11(IL-11) ,胰岛 素 相关 生长 因子 1 (GF1) ,胰岛 素 相 关 生 长 因子 2(IGF2) ,红细胞 生成 素 
(EP0) ,血小板 生成 素 (TP0) , 粒 细 胞 - 巨 噬 细 胞 - 集落 刺激 因子 (GMCSF 或 GM-CSF) 和 粒 细 
胞 集落 刺激 因子 (GCSF 或 G-CSF) 。 本 发 明 的 确定 培养 基 可 以 含有 这 些 生长 因子 中 的 1、2、 
3 或 更 多 项 ;例如 ,可 以 在 确定 培养 基 中 加 入 其 它 生长 因子 以 增加 增殖 或 调节 细胞 的 分 化 
状态 。 在 一 些 实施 方 式 中 , 确定 培养 基 可 以 含有 至 少 “BMP-4 和 VEGF, 和 任 选 地 FGF-2”) 或 
“FLT-3, IL-3 和 GMCSF”; 在 这 些 实施 方式 中 , 虽 不 必要 ,可 以 在 确定 培养 基 中 加 入 一 种 或 多 
种 另外 的 生长 因子 。 例 如 ,可 以 在 第 二 步 分 化 过 程 中 使 用 大 约 25ng/ml 的 TPO 或 SCF 以 蔡 
换 GMCSF。 可 以 使 用 多 种 数量 的 这 些 因 子 来 刺激 细胞 应 答 (例如 , 描述 于 Yamamura 等 人 ， 
2008 ;Fadilah 等 人 , 2007 ;Bashey 等 人 ,2007 中 的 量 )。 例如 ,可 以 加 入 大 约 1-50ng/mL, 大 
约 5-25ng/mL, 或 大 约 10ng/mL TP0 来 促进 细胞 扩 增 或 细 胞 分 化 。 在 多 个 实施 方式 中 ,可 以 
在 确定 培养 基 中 加 入 浓度 为 大 约 5-100ng/mL、 大 约 10-50ng/mL 或 大 约 25ng/mL 的 SCF。 在 
多 个 实施 方式 中 ,可 以 在 确定 培养 基 中 加 入 浓度 为 大 约 5-50ng/mL、 大 约 5-25ng/mL 或 大 约 
10ng/mL 的 IL-6。 粒 细胞 集落 刺激 因子 (G-CSF) 可 用 于 从 造血 前 体 细胞 产生 粒 细胞 。 
[0124] 1. BMP-4 

[0125] ”上 骨 形态 发 生 和 蛋白 -4(BMP-4) 是 骨 形 态 发 生 和 蛋白 小 组 的 成 员 , 其 是 腹 侧 中 胚层 
(ventral mesoderm) 诱导 子 。BMP 表达 于 成 人 骨髓 BW 中 ,并且 对 于 骨 的 重 塑 和 生长 具有 
重要 意义 。 在 一 些 实施 方式 中 , 仅 在 培养 的 前 2-3 天 需要 加 入 BMP4, 此 后 可 以 从 系统 中 除 掉 
它 ,对 于 分 化 没有 有 害 影响 。 

[0126] ”BMP-4 对 于 造血 祖 细胞 的 增殖 和 分 化 潜力 的 调节 具有 重要 意义 (Bhardwaj 等 人 ， 
2001 ;Bhatia 等 人 ,1999 ;Chadwick 2003) 。 另 外 , BMP-4 能 够 调节 人 胎儿 、 新 生 儿 和 成 人 
造血 祖 细 胞 中 的 早期 造血 细胞 发 育 (Davidson and Zon,2000 ;Huber 等 人 ,1998 ;Marshall 
等 人 ,2000) 。 例 如 , BMP-4 能 够 调节 来 自 成 人 和 新 生 儿 来 源 的 高 度 纯化 的 原始 的 人 造血 细 
胞 的 增殖 和 分 化 (Bhatia 等 人 ,1999) ,并 且 BMP-4 能 够 促进 和 人 类 胚胎 干细胞 中 的 造血 分 化 
(Chadwick, 2003)。 

[0127] ”确定 培养 基 中 加 入 的 BMP-4 的 浓度 可 以 是 大 约 5-100ng/mL、 大 约 20-100ng/mL、 大 
约 20-50ng/mL、 大 约 10-30ng/mL、 大 约 15-30ng/mL、 大 约 20-30ng/mL 或 其 中 的 任意 范围 。 
在 一 些 实施 方式 中 ,确定 培养 基 中 加 入 的 BMP-4 的 浓度 可 以 是 大 约 5,10, 15, 20, 25, 30, 35， 
40,45 或 大 约 50ng/mL。 

[0128] 2. VEGEF 

[0129] [管内 皮 生 长 因子 (VEGF) 是 重要 的 信号 传导 蛋白 , 其 参与 胚胎 循环 系统 的 形成 
和 血管 发 生 。VEGF 能 够 影响 多 种 细胞 类 型 ( 包括 血管 内 皮 ) 和 其 它 细胞 类 型 (例如 神经 
元 \ 癌 细胞 、 肾 上 皮 细 胞 )。 在 体外 , VEGF 能 够 刺激 内 皮 细 胞 有 丝 分 裂 发 生 和 细胞 迁移 。 还 
已 经 证 明 VEGF 功能 在 多 种 疾病 状态 中 具有 重要 意义 ,包括 癌症 、 糖 尿 病 、 自 身 免疫 疾 病 和 
眼睛 血管 疾病 。 

[0130] ”确定 培养 基 中 加 入 的 VEGF 的 浓度 可 以 是 大 约 10-100ng/mL、 大 约 20-100ng/mL、 
大 约 10-50ng/mL、 大 约 15-30ng/mL、 大 约 20-30ng/mL、 大 约 20-50ng/mL 或 其 中 任意 范围 。 
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在 一 些 实施 方式 中 ,确定 培养 基 中 加 入 的 VEGF 的 浓度 可 以 是 大 约 2. 5,5,10,15,20,25,30， 
35,40,45 或 大 约 50ng/mL。 
[0131] 3. FGP-—2 
[0132] ” 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 ,也 称 作 bFGF 或 FGF-2, 是 牵涉 于 多 种 生物 学 过 程 中 的 
生长 因子 ,包括 肢体 和 神经 系统 发 育 ,伤口 愈合 ,和 肿瘤 生长 。 之 前 的 研究 已 经 表明 bFGF 不 
太 可 能 影响 造血 细胞 发 育 或 生存 (Ratajczak 等 人 ,1996. ) ,虽然 bFGF 已 被 用 于 文 持 人 类 豚 
台 干 细胞 的 饲养 细胞 非 依赖 性 生长 (Ludwig 等 人 ,2006) 。 在 一 些 实施 方式 中 ,bFGF 不 是 诱 
导 分 化 必需 的 ;因此 ,在 多 个 实施 方式 中 ,可 以 在 本 发 明 的 培养 基 中 加 入 或 不 加 入 它 。 
[0133] ”加 入 到 确定 培养 基 中 的 bFGF 的 浓度 可 以 是 大 约 5 至 大 约 100ng/mL,5 至 大 约 
50ng/mL, 大 约 5 至 大 约 25ng/mL, 大 约 25 至 大 约 50ng/mL, 或 其 中 的 任意 范围 。 在 一 些 实施 
方式 中 ,加 入 到 确定 培养 基 中 的 bFGF 的 浓度 是 大 约 2. 5,5,10,15,20,25,30,35,40,45,50， 
55,60,65,70 或 大 约 75ng/mL。 这 些 浓度 对 于 用 于 将 多 能 细胞 维持 在 未 分 化 或 实质 上 未 分 
化 状态 的 培养 基 可 能 是 特别 有 用 的 。 在 多 个 实施 方式 中 , FG2( 例如 ,大 约 100ng/ml) 可 用 
于 维持 多 能 细胞 。 为 了 促进 造血 分 化 ,可 以 将 细胞 暴露 于 浓度 为 大 约 5-50ng/ml 的 FGF2。 
[0134] “本 发 明 人 发 现 :在 多 个 实施 方式 中 ,可 以 在 造血 分 化 之 前 的 “ 预 条 件 化 ”培养 期 的 
确定 培养 基 中 加 入 较 低 浓度 的 bFGF。 例如 ,可 以 在 细胞 分 化 为 造血 前 体 细胞 之 前 的 预 条 件 
化 培养 物 的 确定 培养 基 中 加 入 大 约 5ng/mL 至 大 约 50ng/mL, 大 约 10ng/mL 至 大 约 30ng/mL， 
大 约 15ng/mL 至 大 约 25ng/mL, 小 于 大 约 50ng/mL, 小 于 大 约 40ng/mL, 小 于 大 约 30ng/mL, 或 
小 于 大 约 10,15,20,25 或 30ng/mL 的 bFGF。 在 一 些 实施 方式 中 , 在 造血 分 化 之 前 的 多 能 双 
胞 的 预 条 件 化 培养 物 中 ,可 以 使 用 不 含 生长 因子 的 ` 补 充 了 bFGF (例如 大 约 25-75ng/mL 或 
大 约 50ng/ml) 或 FGF-2 和 0. lng/mL TGF-B 的 TeSR 培 养 基 。 在 一 些 实施 方式 中 , 该 预 条 件 
化 步骤 对 于 促进 随后 的 造血 分 化 是 必 不 可 少 的 。 
[0135] “在 多 能 细胞 经 过 预 条 件 化 之 后 〈 例 如 在 不 含 生长 因子 的 ` 补 充 了 TGF-B 和 FGF-2 
的 TeSR 培养 基 中 预 条 件 化 大 约 1 天 ) 之 后 ,可 以 将 细胞 置 于 含有 BMP4、VEGF 和 FGF-2( 例 
如 大 约 25-50ng/ml) 的 EB 分 化 培养 基 中 。 如 以 下 实施 例 所 示 ,FGF-2 的 加 入 能 人 够 引起 多 能 
细胞 例如 hESC 或 iPSC 向 造血 前 体 细胞 的 分 化 效率 至 少 加 倍 。 
[0136] ”设想 到 , 在 一 些 实施 方式 中 , 其 它 成 纤维 细胞 生长 因子 例如 酸性 FGF (aFGF) , FGF4， 
FGF9,FGF17 或 FGF18 可 以 奉 代 bFGF 或 与 pFGF 一 起 加 入 ,例如 评 度 为 如 上 所 述 。 或 者 ,FGF-2 
模拟 化 合 物 可 以 替代 FGF-2 以 产生 实质 上 或 基本 上 相同 的 效应 。FGF-2 模拟 物 包 括 FGF-2 
模拟 肽 、 抗 体 和 小 分 子 。 例 如 ,合成 的 肽 F2A4-K-NS 模拟 FGF-2 的 体外 和 体内 效应 (Lin 等 
人 ,2006) ,其 可 以 在 本 发 明 的 多 个 实施 方式 中 奉 代 FGF-2。 
[0137] ”FG 环 (FGL) 肽 是 可 用 于 本 发 明 的 一 些 实施 方式 中 的 FGF-2 模拟 物 的 另 一 个 实例 。 
FGL 是 NCAM 的 第 二 F3 模块 的 15 个 氨基 酸 的 序列 ,其 代表 了 NCAM 与 FGFR1 的 结合 位 点 的 一 
部 分 。 已 经 证 明 FGL 结合 并 激活 FGFR1 并 刺激 神经 突 的 向 外 生长 (Kiselyov 等 人 ,2003) 。 
[0138] ”BioSET F2A 肽 也 可 以 替代 FGF-2。BioSET F2A 肽 是 天 然 人 类 FGF-2 生 长 因子 的 合成 
模拟 物 。.BioSET F2A 肽 和 F2A4-KNS 肽 可 以 从 FYI Tornier, Inc. 或 BioSurface Engineering 
Technologies, Inc. (”BioSET”) 获得 。 设 想到 在 本 发 明 的 多 个 实施 方式 中 , FGF-2 模拟 
化 合 物 的 组 合 也 可 以 替代 FGF-2。 
[0139] 4. [一 3 
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[0140] ”白介素 -3(IL-3) 是 造血 生长 因子 ,其 参与 多 潜能 造血 细胞 的 生存 、 增 殖 和 分 化 。 
在 5 个 哺乳 动物 物种 (包括 人 类 ) 中 , 已 经 分 离 了 编码 IL-3 的 基因 并 使 其 表达 以 产生 成 熟 
的 重组 蛋白 。 人 类 IL-3 基因 编码 133 个 氨基 酸 的 蛋白 ,其 具有 2 个 保守 性 半 脱 氨 酸 残 基 和 和 
2 个 潜在 的 N- 连接 的 糖 基 化 位 点 (Wagemaker 等 人 ,1990) 。 

[0141] “在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 到 本 发 明 的 培养 基 中 的 IL-3 的 浓度 是 2. 5 至 大 约 50ng/ 
mL, 2.5 人 至 大 约 50ng/mL, 大 约 5 人 至 大 约 50ng/mL, 大约 5 至 大 约 25ng/mL, 大约 5 至 大 约 15ng/ 
mL, 或 其 中 的 任意 范围 。 在 一 些 实 施 方式 中 ,加 入 到 确定 培养 基 中 的 IL-3 的 浓度 是 大 约 
2.5,5,10,15,20,25 或 大 约 30ng/mL。 如 以 下 实施 例 所 示 ,F1lt3 配 体 和 IL-3 能 够 对 多 能 
胞 问 造 血 前 体 细胞 的 分 化 显示 出 协同 作用 。 在 一 些 实施 方式 中 ,在 多 能 细胞 培养 的 大 约 前 
1-3 周 ,在 培养 基 中 加 入 IL-3 ;或 者 在 培养 基 中 在 大 约 第 5 天 至 大 约 第 7 天 加 入 以 促进 多 能 
细胞 的 分 化 ,此 后 可 以 从 系统 中 除 挥 它 而 对 分 化 鲜 有 或 基本 上 没有 有 害 影响 。 

[0142] ”5.FLT3 配 
[0143] Flt3 配 体 ,也 称 作 FLT-3 配 体 ,是 针对 FLT3 的 内 源 配 体 。FLT3 是 由 不 成 熟 的 造 
1 祖 细 胞 表达 的 受 体 栈 氨 酸 激酶 。 针 对 FLT3 的 配 体 是 跨 膜 或 可 溶性 蛋白 ,其 由 多 种 细胞 
表达 ,包括 造血 和 髓 基质 细胞 ; 联 同 其 它 生 长 因子 , Flt3 配 体能 够 刺激 干细胞 .骨髓 和 淋巴 
祖 细 胞 、 树 突 细胞 和 天 然 杀 伤 细胞 的 增殖 和 发 育 。 受 体 的 激活 引起 已 知 的 参与 不 同 的 信号 
转 导 途径 的 多 种 重要 接头 和 蛋白 的 栈 氨 酸 们 酸化 ,所 述 途 径 控 制造 血细胞 的 增殖 、 生 存 和 其 
它 过 程 。FLT3 和 影响 FLT3 的 突变 在 病理 疾病 中 也 有 重要 意义 ,例如 白血病 的 预后 和 治疗 
(Drexler 等 人 ,2004) 。 
[0144] ”在 一 些 实施 方式 中 , 加 入 到 本 发 明 的 培养 基 中 的 及 t3 配 体 的 浓度 是 5 至 大 约 
100ng/mL,5 至 大 约 50ng/mL, 大 约 10 至 大 约 30ng/mL, 大 约 15 至 大 约 30ng/mL, 大 约 20 至 
大 约 30ng]mL, 或 其 中 的 任意 范围 。 在 一 些 实施 方式 中 , 加 入 到 确定 培养 基 中 的 Flt3 配 体 的 
浓度 是 大 约 2.5,5,10,15,20,25,30,35,40,45 或 大 约 50ng/mL。 在 一 些 实施 方式 中 ,在 多 能 
细胞 培养 的 大 约 前 1-3 周 ,在 培养 基 中 加 入 Flt3 配 体 ;或 者 在 培养 基 中 在 大 约 第 5 天 至 大 
约 第 7 天 加 入 以 促进 多 能 细胞 的 分 化 ,此 后 可 以 从 系统 中 除 邱 它 而 对 分 化 鲜 有 或 基本 上 没 
有 有 害 影 响 。 
[0145] ， 粒 细 有 细胞 集落 刺激 因 

[0146] “” 粒 细 胞 - 巨 噬 细 胞 集落 刺激 因子 ,也 缩写 为 GM-CSF 或 GMCSF, 是 由 巨 噬 细 胞 T 细 
胞 .肥大 细胞 、 内 皮 细 胞 和 成 纤维 细胞 分 泌 的 蛋白 。GMCSFP 是 能 够 作为 白细胞 生长 因子 发 
挥 作用 的 细胞 因子 , 并且 GMCSF 能 够 刺激 干细胞 以 产生 粒 细 胞 ( 嗜 中 性 六 细胞 、 嗜 昌 红 细 
胞 和 嗜 碱 细 胞 ) 和 单 核 细 胞 。 单 核 细 胞 能 够 脱离 循环 并 成 熟 形成 巨 噬 细 胞 。 因 此 , GMCSF 
能 够 在 免疫 / 炎症 级 联 中 发 挥 作用 ,通过 该 作用 ,少数 巨 哈 细胞 的 激活 能 够 迅速 引起 它们 
数目 的 增多 ,该 过 程 对 于 对 抗 感染 是 至 关 重 要 的 。 在 体内 , GMCSF 的 活性 形式 通常 以 同 二 
聚 体 的 形式 存在 于 细胞 外 。 当 在 酵母 细胞 中 表达 时 , GMCSPF 也 被 称 作 英 拉 司 亭 或 沙 格 司 训 
(Leukine) 。 在 一 些 实施 方式 中 , 重组 产生 的 生长 因子 可 用 于 促进 多 能 细胞 的 造血 分 化 。 
[0147] 在 一 些 实 施 方式 中 ,加 入 到 本 发 明 的 培养 基 中 的 GMCSF 的 浓度 是 大 约 2. 5 至 大 约 
100ng/mL,2.5 至 大 约 50ng/mL, 大 约 5 至 大 约 50ng/mL, 大 约 5 至 大 约 25ng/mL, 大 约 5 至 大 
约 15ng/mL, 或 其 中 的 任意 范围 。 在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 到 确定 培养 基 中 的 GMCSE 的 浓度 
是 大 约 2.5,5,10,15,20,25 或 大 约 30ng/ml。 在 一 些 实施 方式 中 ,在 多 能 细胞 培养 的 大 约 前 
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1-3 周 , 在 培养 基 中 加 入 GMCSF 配 体 ;或 者 在 培养 基 中 在 大 约 第 5 天 至 大 约 第 7 天 加 入 以 促 
进 多 能 细胞 的 分 化 ,此 后 可 以 从 系统 中 除 挤 它 而 对 分 化 鲜 有 或 基本 上 没有 有 害 影 响 。 
[0148] ”7. 于 细胞 因 

[0149] ”干细胞 因子 (SCF) 是 结合 CD117(c-Kit) 的 细胞 因子 。SCF 也 被 称 作 “KIT 配 
本 ” ” ec-kit 配 体 ”或 “steel 因子 ” SCF 以 两 种 形式 存在 :细胞 表面 结合 的 SCF 和 可 溶 
性 (或 游离 )SCF。 在 体内 ,可 溶性 SCF 通过 金属 蛋白 酶 切割 表面 结合 的 SCF 来 产生 
的 。SCF 可 能 对 于 造血 干细胞 和 其 它 造 血 前 体 细胞 的 生存 、 增 殖 和 分 化 具有 重要 意义 。 在 
本 内 ,SCP 能 够 将 BFU-E( 蛛 式 红 系 形成 单位 ) 细胞 ( 其 是 红细胞 系列 中 的 最 早 的 红细胞 前 
本 ) 改变 为 CFU-E( 红 系 集落 形成 单位 ) 。 

[0150] ”在 一 些 实 施 方式 中 ,加 入 到 本 发 明 的 培养 基 中 的 SCF 的 浓度 是 大 约 5 至 大 约 
100ng/mL,5 至 大 约 50ng/mL, 大 约 10 至 大 约 30ng/mL, 大 约 15 至 大 约 30ng/mL, 大 约 20 至 
大 约 30ng/mL, 或 其 中 的 任意 范围 。 在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 到 确定 培养 基 中 的 SCF 的 浓度 
是 大 约 2.5,5,10,15,20,25,30,35,40,45 或 大 约 50ng/mL。 

[0151] 8. IL-6 

[0152] ”白介素 -6(IL-6) 是 促 炎 性 细胞 因子 。 在 体内 , IL-6 是 由 7T 细胞 和 巨 哈 细 胞 分 泌 
的 ,并 且 刺 激 针 对 引起 炎症 的 创伤 或 其 它 组 织 损 伤 的 免疫 应 答 。IL-6 也 可 以 在 针对 一 些 细 
菌 的 应 答 中 发 挥 作用 ,在 体内 成 骨 细 胞 分 泌 IL-6 以 刺激 破 骨 细胞 形成 。 在 人 类 中 ,很 多 血 
管 的 中 膜 中 的 平滑 肌 细 胞 能 够 产生 IL-6 作为 促 炎 性 细胞 因子 ,并 且 IL-6 是 发 烧 的 重要 的 
本 内 介 导 子 。 

[0153] ”在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 到 本 发 明 的 培养 基 中 的 IL-6 的 浓度 是 大 约 2.5 至 大 约 
100ng/mL, 2. 5 至 大 约 50ng/mL, 大 约 5 至 大 约 50ng/mL, 大 约 5 至 大 约 25ng/mL, 大约 5 人 至 大 
约 15ng/mL, 或 其 中 的 任意 范围 。 在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 到 确定 培养 基 中 的 IL-6 的 浓度 是 
大 约 2.5,5,10,15,20,25 或 大 约 30ng/mL。 

[0154] 9. TPO 

[0155] I 小 板 生 成 素 或 TP0 是 一 种 糖 重 白 激 到 ,其 主要 在 体内 由 肝 和 肾 产 生 , 并 且 在 体 
内 参与 骨髓 中 的 血小板 生成 。 在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 到 本 发 明 的 培养 基 中 的 TPO0 的 浓度 
是 大 约 2.5 至 大 约 100ng/mL,5 至 大 约 75ng/mL, 大 约 10 至 大 约 50ng/mL, 大 约 15 至 大 约 
35ng/mL, 25ng/ml, 或 其 中 的 任意 范围 。 在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 到 确定 培养 基 中 的 TP0 的 
浓度 是 大 约 2. 5,5,10,15,20,25,30,35,40,45 或 大 约 50ng/mL。 

[0156] B. 基质 成 分 

[0157] ”培养 基 可 以 含有 一 种 或 多 种 基质 成 分 ,例如 纤 连 蛋白 或 RGD 肽 。 不 希望 被 任意 理 
论 所 限 , 基 质 成 分 可 以 提供 用 于 且 胎 干细胞 生长 的 固体 文 持 物 。 在 一 些 实施 方 式 中 ,基质 成 
分 可 以 应 用 至 培养 表面 并 与 培养 基 接 触 ,然后 将 细胞 接种 至 培养 基 。 例如 , 可 以 将 细胞 培养 
于 确定 培养 基 (例如 TeSR 培养 基 ) 中 的 包 被 了 纤 连 蛋白 或 Matrigel™ 的 平板 上 ,然后 将 细 
胞 机 械 分 离 为 复 , 或 个 体 化 细胞 并 诱导 其 分 化 为 造血 前 体 细胞 。 
[0158] ”可 以 使 用 多 种 基质 成 分 来 培养 多 能 细胞 , 包括 :胶原 〈 例 如 胶原 IV) 、 层 粘连 和 蛋 
白 、 玻 连 和 蛋白、Matrigel™、 明 胶 、 育 赖 氨 酸 、 血 小 板 反 应 素 (例如 TSP-1,TSP-2,TSP-3,TSP-4 
和 /或 TSP-5), 和 /或 ProNectin-F™。 在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 避免 将 之 前 使 用 TeSR 培养 
的 细胞 与 仅 Matrigel™、 胶 原 TV 或 层 粘 连 和 蛋白 一 起 使 用 ,因为 可 能 对 细胞 存活 性 造成 不 利 
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影响 ;然而 ,这 些 成 分 可 以 有 利 地 与 其 它 基 质 成 分 组 合 。 这些 基质 成 分 的 组 合 可 以 提供 用 于 
促进 细胞 生长 和 细胞 存活 性 的 另外 的 益处 。 在 一 些 实施 方式 中 , 可 以 使 用 1,2,3,4,5,6 或 
更 多 种 以 上 基质 成 分 来 培养 细胞 , 例如 , 在 造血 分 化 之 前 。 

[0159] ”1. RGD 肽 

[0160]  RGD 肽 可 用 作 确 定 培 养 基 中 的 基质 成 分 。RGD 肽 是 粘 附 蛋白 , 其 含有 
Arg-G1y-Asp (RGD) 序列 ,并 且 一 些 RGD 肽 可 以 在 细胞 粘 附 、. 迁 移 和 生长 中 发 挥 重 要 作用 。 不 
希望 被 任意 理论 所 限 , RGD 肽 可 以 为 胚胎 干细胞 提供 物理 基底 〈 类 似 于 纤 连 和 蛋白 ) , 以 允许 
胚胎 干细胞 的 分 化 和 生长 。 在 一 些 实施 方式 中 ,本 发 明 中 可 以 使 用 合成 的 RGD 肽 。 

[0161] “加 入 到 确定 培养 基 中 的 RGD 肽 的 浓度 可 以 是 大 约 例 如 大 约 0.05-0. 2mg/mL 或 大 
约 0. lmg/mL。 在 一 些 实施 方式 中 , 可 以 使 用 ProNectin FF 来 包 被 用 于 培养 细胞 的 表面 。 
ProNectin F(PnF) 是 商 售 的 RGD 肽 ,其 通常 含有 13 个 位 点 的 精 氨 酸 - 甘氨酸 - 天 冬 氮 酸 
(RGD) 。 

[0162] ”C. ROCK 抑制 剂 和 PKC 抑制 部 

[0163] “在 本 发 明 的 另 一 个 方面 ,可 以 在 ES 细胞 生长 培养 基 中 加 入 另外 的 培养 基 成 分 , 例 
如 减少 细胞 分 离 后 的 BS 细胞 调 亡 或 促进 细胞 存活 的 分 子 (例如 ,在 细胞 群体 分 传 或 在 形成 
EB 之 前 )。 可 以 使 用 确定 培养 基 来 接种 .培养 、 维 持 或 分 化 ES 细胞 , 并且 可 以 含有 Rho- 非 
依赖 性 激酶 (ROCK) 的 抑制 剂 ,和 7 或 蛋白 激酶 CCPKC) 的 抑制 剂 。 在 一 些 实施 方式 中 ,ROCK 
抑制 剂 和 7 或 PKC 抑制 剂 可 用 于 增强 个 体 化 之 后 的 多 能 细胞 的 生存 和 分 化 效率 。 在 一 些 实 
施 方式 中 ,可 以 在 含有 TeSR 或 mTeSR 培养 基 和 基质 成 分 的 接种 培养 基 中 加 入 ROCK 抑制 剂 
和 /或 PKC 抑制 剂 。 
[0164] ”在 一 些 实施 方式 中 , 确定 培养 基 可 以 含有 一 种 或 多 种 Rho- 相关 的 激酶 (ROCK) 抑 
制剂 , 例如 Y-27632 或 其 衍生 物 。 此 外 ,在 一 些 方面 ,确定 培养 基 可 以 含有 HA-100 : 


C 
[o165] 0=5=0 ”或 其 衍生 物 。 
~“ 
Nw 
HA-100 
[0166] ”HA-100 或 六 27632 可 以 存在 于 ES 细胞 生长 培养 基 中 ,例如 ,浓度 为 大 约 1-15n M， 
5-15nM,1-30nM,5-30nM, 或 大 约 5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21，, 


22,23,24,25,26,27,28,29 或 30nM, 或 其 中 任何 范围 。 在 一 些 实施 方式 中 , HA-100 或 
Y-27632 以 大 约 10-20 4 MM 存在 于 ES 细胞 生长 培养 基 中 。 

[0167] ”可 以 加 入 到 根据 本 发 明 的 ES 细胞 生长 培养 基 中 的 其 它 ROCK 抑制 剂 包 括 
H-1152((S)--(+) -2- 甲 基 -1-[(4- 甲 基 -5- 噶 嗪 啉 基 ) 春 酥 基 ] 高 哌 嗪 )。H-1152 显示 出 
比 HA-100 大 约 高 10 倍 的 效力 。 因 此 , H-1152 可 以 以 下 列 浓度 存在 于 ES 细胞 生长 培养 基 
中 :例如 大 约 0. 1-10nM, 大 约 0.5-5bM, 大 约 1-3D4 或 大 约 0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1,2， 
3,4 或 5p MM 或 其 中 任意 范围 。 在 一 些 实施 方式 中 , HA-100 以 大 约 14 MM 存在 于 ES 细胞 生 
长 培养 基 中 。H-1152 允许 非常 有 效 地 将 个 体 化 的 人 类 ES 细胞 接种 于 96 孔 板 中 〈( 类似 于 
HA-100, 但 是 浓度 为 1/10)。 以 细胞 艇 传代 的 个 体 化 焉 S 细胞 则 允许 每 个 孔 中 更 加 均一 的 细 


过 
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胞 密度 , 这 是 基于 细胞 的 小 分 子 筛选 的 严格 先决 条 件 。 因 此 , 本 1152 可 用 于 基于 ES 细胞 的 
小 分 子 筛 选 程序 中 , 其 中 包括 根据 本 发 明 的 自动 化 细胞 塔 养 .之 前 已 经 描述 了 HF1152, 见 例 
如 Ikenoya 等 人 (2002) 和 Sasaki 等 人 (2002) ,通过 引用 方式 全 文 并 入 本 文 。 

[0168] 


二 HIS 
[0169] ”可 以 加 入 到 Es 细胞 生长 培养 基 中 的 其 它 ROCK 抑制 剂 包 括 Y-27632, N- (4- 吡啶 
基 )-N'” -(2,4,6- 三 毛茶 基 ) 脲 ,3-(4- 吡 蛇 基 )-1H- 吗 唤 , 甘 氛 酰 -H1152((S)- (+)-2- 甲 
基 -4- 甘 氨 酰 -1-(4- 甲 基 异 唑 啉 基 -5- 贷 酰基 ) 高 哌 嗪 ) 和 /或 HA1100 (Hydroxyfausdi1)。 
Y-27632((R)-()- 反 式 -4-(l- 氨 基 乙 基 )-N-(4- 吡 喧 基 ) 环 己 烷 甲 酰胺 ) 可 以 从 
Sigma-Aldrich 商 购 , 并 且 已 被 描述 ( 见 , 例 如 Maekawa 等 人 ,1999 ;Davies 等 人 ,2000) 。 
[0170] 


CHs 


H 

a 
N Ne Yy27632 
[0171] ”可 用 于 促进 细胞 生存 的 示例 性 的 ROCK 抑制 剂 包括 但 不 限于 HA100,HL152, (+)- 反 
式 -4-(1- 氨基 乙 共 )-1-( 吡 蛇 -4- 基 毛 基 痰 基 ) 环 已 烷 二 氧 - 氯 化 物 一 水 合 物 (例如 
WO000078351, W000057913) ,咪唑 并 有 吡啶 衍生 物 〈 例 如 US7348339) , 取代 的 喀 听 和 吡啶 衍生 
物 (例如 US6943172) 和 取代 的 异 蛇 啉 友 酰 基 化 合 物 ( 例如 EP00187371) 。 
[0172] ”预想 到 PKC 抑制 剂 可 以 与 ROCK 抑制 剂 联合 或 作为 ROCK 抑制 剂 的 蔡 代 物 。 例 如 ， 
PKC 抑制 剂 可 用 于 促进 细胞 生存 ,例如 在 多 能 细胞 分 离 或 个 体 化 之 后 , 在 分 化 为 造血 前 体 细 
胞 之 前 。 可 以 使 用 的 PKC 抑制 剂 包括 例如 :V5 肽 (例如 US7459424) 、 多 粘 菌 素 B、 钙 感光 和 蛋 
白 C、 标 榈 酰 -DL- 肉 碱 、 便 脂 酰 肉 碱 .十 六 烧 基 磷酸 胆 碱 . 星 状 苑 子 素 及 其 衍生 物 、 桑 吉 瓦 霉 
素 ; 沙 芬 苹 .D- 红 - 鞘 氨 醇 ; 氯 化 白 届 沫 赤 碱 . 蜂 毒 肽 ;地 叶 氯 铵 : 轰 花 酸 、HBDDE、1-0- 十 六 
烷 基 -2-0- 甲 基 - 外 消 旋 - 甘油 、 金 丝 桃 素 、K-252、NGIC-J、 根 皮 素 、 四 羟 反 式 莽 、 柠 榜 酸 他 
莫 音 芬 . 取 代 的 哌 嗪 和 噬 嗪 (例如 US6815450) 。 
[0173] ”D. 其 它 成 分 
[0174] ”确定 培养 基 偿 可 以 含有 另外 的 成 分 ,例如 营养 物 、 氨基 酸 、 抗 生 素 、 组 冲剂 等 。 在 一 
些 实 施 方式 中 ,本 发 明 的 确定 培养 基 可 以 含有 非 必需 氨基 酸 、L- 谷 氨 栈 胺 .Pen-strep 和 令 
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代 甘 油 。 


[0175] 
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BIT 9500 (StemCell Technologies Inc., Vancouver, Canada) 也 可 以 包含 于 本 发 


明 的 而 


处 于 Iscove” s MDM 
含有 50mg/mL 牛 


之 应 半 
EE 坪 痢 基 中 ， 


例如 , 其 数量 为 大 约 10% 至 大 约 30%, 或 大 约 20% 的 量 。 BIT 9500 含有 
中 的 预测 试 批 次 的 牛 血清 白 有 蛋白、 胰岛素 和 转 铁 蝇 和 白 (BIT) 。BIT 9500 


1 清白 蛋白 (以 NaHC0, 绥 冲 ),50n g/mLrh 胰岛 素 , lmg/mL 人 转 铁 和 蛋白 


《 铁 饱 和 的 ) 。 在 一 些 实施 方式 中 , 在 无 需 确 定 的 培养 基 的 实施 方式 中 , KOSR 可 以 替代 BIT 
9500。KOSR 是 可 以 商 购 的 非 确定 培养 基 ( 例如 购 自 Gibco/Invitrogen, 目录 号 10828) ,之 
前 在 W098/30679 中 有 描述 。 

如 上 所 述 的 BIT 可 以 被 奉 换 为 HIT ;HIT 包含 BIT 中 的 成 分 , 只 不 过 血清 白 蛋 白 是 


[0176] 


人 的 成 分 (例如 入 


HIT 可 
[0177] 


[清白 蛋白 ) 。 例 如 , 在 特别 关注 可 能 的 感染 风险 等 的 实施 方式 中 , 使 用 


能 是 优选 的 。 


[ 清 替 代 物 3(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 也 可 替代 BIT 9500。 血 清 替 代 物 3 


仅 含 有 人 类 蛋白 〈《 即 ,人 血清 白 蛋 白人 转 铁 蛋白 ` 人 重组 胰岛 素 )。 血 清 蔡 代 物 3 不 含 生长 


因子 .类固醇 激素 、 糖 反 质 激素 、 细 胞 粘 附 因子 ` 可 检测 的 Ig 或 有 丝 分 裂 原 。 如 以 下 实施 例 
所 示 , 在 一 些 实施 方式 中 ,加 入 血清 蔡 代 物 3 可 以 进一步 促进 分 化 。 


[0178] 


在 多 个 实施 方式 中 ,确定 培养 基 可 以 含有 一 种 或 多 种 维生素 、 矿 物质、 赴 、 脂 、 氨 基 
或 其 它 成 分 。 例 如 ,本 发 明 的 


N= 


有 定 培 养 基 可 以 含有 一 种 或 多 种 存在 于 TeSR 培养 基 中 的 成 


分 ,例如 ,以 包含 于 TeSR 中 的 相同 或 相当 的 浓度 存在 。 
VITI. 细胞 的 分 离 
从 胚胎 干细胞 制备 了 造血 (例如 CD34+, CD43+) 前 体 细胞 或 内 皮 细 胞 (例如 


[0179] 
[0180] 


CD31+) 之 后 ,可 
〈 例 如 , 造 
的 分 离 方 法 或 


[0181] 
[0182] 


/ 或 CD451 


> 


A. 


在 一 些 实 


能 需要 从 细胞 群体 中 实质 上 纯化 或 分 离 那 些 进 一 步 或 实质 上 分 化 的 细胞 
[前 体 细胞 内皮 细 胞 等 ) 的 一 个 或 多 个 亚 群体 。 可 以 使 用 流 式 细胞 术 例如 FACS 
倍 激 活 的 细 


胞 分 选 从 异 质 细胞 群体 分 离 造 血细胞 。 
分 选 (MACS 


Ss 


可 以 使 用 磁 激 活 的 细胞 分 选 仪 MACS) 从 分 化 的 hESC 分离 CD34+, CD43+,CD31+ 和 
| 细胞 。MACS 通常 使 用 抗体 , 例如 抗 -CD34 抗体 , 并 联合 磁 珠 以 在 柱 上 分 离 细胞 。 
施 方 式 中 ， 


相对 于 FACS, MACS 对 于 细胞 可 能 更 加 柔和 , 并 且 有 利 地 影响 细胞 存活 


性 和 完整 性 ,这 可 能 是 由 于 FACS 涉及 细胞 的 激光 照射 。 

多 种 MACS 产 品 是 商业 上 可 获得 的 , 包括 MACS MicroBeads” 柱 或 
AutoMACS™ Miltenyi Biotec, CA, USA) , 可 以 根据 生产 商 的 说 明 书 来 使 用 。PBS/0.5% 
BSA( 无 BDTA) 可 用 作 细 胞 分 离 的 缓冲 液 。 在 一 些 实验 中 ,Dead Cell Removal Kit (Miltenyi 


[0183] 


Biotec) 可 用 于 在 分 离 CD34+ 细胞 之 前 除 掉 死 细胞 。 如 果 必 要 ,可 重复 使 用 MACS 柱 。 


[0184] 
[0185] 


R. FA 


痰 光 激 活 的 细胞 分 选 (FACS) 也 可 用 于 分 离 CD34+ 细胞 。FACS 利用 细胞 显示 出 来 


的 程度 或 荧光 来 分 离 细胞 , 例如 , 由 于 结合 至 包含 痰 光标 签 的 抗 -CD34 抗体 。 通 过 这 种 方 
式 , FACS 可 用 于 从 异 质 细胞 群体 中 分 离 造 血 CD34+ 细胞 。 

例如 , 以 下 程序 可 用 于 进行 FACS 以 定量 造血 细胞 。 可 以 在 含有 1%% FBS 或 
0.5% BSA 的 PBS 中 制备 细胞 , 并 在 4C 以 单 克隆 抗体 (mAp) 的 组 合 标记 15-30 分 钟 ,所 
述 单 克隆 抗体 是 例如 CD31-PE( 克隆 WM-59) ，CD34-APC( 克隆 581,8G12) ，CD45-FITC( 克 


[0186] 


27 


CN 102388130 B 


隆 HI30) ( 均 来 自 BDPharMingen) 和 KDR-PE( 克隆 89106) (R&D system) 。 
50 的 稀释 ;对 于 IgG 对照 ,可 以 使 用 1 : 
FACSCalisbur (Becton-Dickson, New Jersey, U. S.A) 分 析 样 上 
IX. 生物 反应 器 和 上 自动 器 自动 化 


抗体 ,可 以 使 用 1 : 


[0187] 


说 明 书 


[0188] 


用 于 培养 


干细胞 和 /或 


动 化 。 使 用 目 动 器 或 其 它 自 动 系统 的 自动 化 过 程 可 以 允许 产 
,例如 ,可 以 使 用 磁性 分 离 或 FACS, 在 人 类 


高 和 更 经 济 的 方法 


LN 


基 的 添加 、4 
使 用 自动 器 目 动 化 。 
[0189] 


化 器 。 
[0190] 
数目 


分 化 培养 基 的 添加 、4 


根据 本 发 明 , 也 可 以 在 本 发 明 中 使 用 生物 反应 器 以 培 
如 人 类 胚胎 干细胞 .CD34+ 细胞 、 造 
放大 ” 某 过 程 以 产生 
应 器 、 补 料 分 批 生物 反应 器 、 连 丝 


多 数量 的 细胞 。 
实生 物 反 应 器 ( 例如 , 连 和 


从 胚胎 干细胞 分 化 造血 祖 


分 化 培养 基 中 的 培养 以 及 细胞 类 


[细胞 等 ) 。 


PH 


生 、 培 养 和 分 化 细胞 的 效率 更 
ji 


生物 反应 器 提供 
站 
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对 于 特定 的 
200 的 稀释 。 可 以 通过 


Ho 


胞 的 一 个 或 多 个 步骤 可 以 目 


和 
21 


全 干细胞 的 培养 .传代 、 培 
型 的 分 离 的 一 项 或 多 项 


养 、 维 持 和 /或 分 化 细胞 ( 
了 下 列 优点 :允许 “ 按 比 


本 发 明 中 可 以 使 用 多 利 


例如 , 旋转 瓶 可 用 于 按 比 例 扩大 用 于 维持 和 /7 或 分 化 多 能 细胞 的 方法 


兽 多 的 细胞 。 在 一 些 实施 方式 中 , 以 下 程序 可 用 于 促 
未 分 化 的 hESC 和 iPSC 适应 于 在 Matrigel 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生 长 ,并 在 ; 
获 ,例如 使 用 TrypLE 在 大 约 37'C 处 珀 


卖 搅 拌 权 


进 旋 转 瓶 中 EB 的 形成 : 


物 反 应 器 ,包括 批 式 生 物 反 
式 反 应 器 模式 ) ,和 /或 恒 


F 产 生 
以 使 


以 允 


了 许 


} 钟 。 可 以 将 名 


大 约 5 分 可 以 将 


质 的 IMDM 的 EB3 


物 -3(Sigma Aldrich), 大约 1% NEAA, 大 约 ImM L- 谷 氨 


0.75% BSA, 大 约 5 


细胞 以 大 约 0. 5-2x10" 个 细胞 /ml 
转 瓶 设 定 为 30-40rpmy i 
24 小 时 。 


条 件 下 持续 
定 旋转 瓶 或 生物 反 


不 含 ROCK 抑制 剂 的 EB 分 化 塔 养 基 中 , 置 
的 速度 旋转 。 可 以 将 旋转 瓶 的 侧 盖 松 开 以 允许 i 
50ng/ml 上 骨 形 态 发 生 因 子 (BMP-4) , 大约 50ng/ml 
基础 培养 基 中 。 在 分 化 的 大 约 第 4 天 ,可 以 通过 使 旋转 瓶 保持 前 
本 可 以 沉降 至 瓶 底 15-20 分 


和 大 约 25ng/ml 斑 


[ 马 包 FGF-2 的 EB 
喂养 细胞 , 从 而 巧 浮 的 卫 聚集 
(例如 ,允许 在 125mL 的 旋转 瓶 
加 入 含有 大 约 50ng/ml 骨 


基础 培养 基 中 :大 约 20% BIT9500 (Stem Cell Technologies) 或 
尝 胶 ， 


[ 合 时 收 


细胞 收集 于 含有 补充 了 下 列 物 


清 蔡 代 


0ug/ml 抗 坏 


| 


艰 和 大 约 1uMROCK 


过 夜 , 以 促 ; 


的 密度 置 于 旋转 瓶 ( 例 
EB 形成 。 或 者 , 可 以 


抑制 剂 (例如 H-1152)。 
如 125ml Corning) 中 。 
将 细胞 置 于 低 附 着 


ly 
大 约 0. lmM 琉 基 乙醇 , 大 约 
然后 可 以 将 
可 以 将 旋 
平板 中 在 稳定 


一 般 认 识 到 :细胞 密度 和 / 或 旋转 上 瓶 运动 速度 可 


应 器 而 变化 。 


行 气体 交换 。 可 


中 
骨 形 态 发 


以 根据 所 使 用 的 特 


培养 大 约 12-24 小 时 后 ,可 以 将 细胞 置 于 含有 细胞 因子 而 
于 旋转 瓶 中 的 磁性 搅拌 平台 上 ,例如 以 大 约 60RPM 


可 以 将 细胞 置 于 补充 了 大 约 


1 管内 皮 生 长 因子 (VEGF) 和 大 约 25ng/ml 


止 来 


1 


> 钟 。 


然后 可 以 吸出 多 余 的 培养 


A 


采 留 大 约 20mL) 。 然 后 可 以 轻 轻 地 使 细胞 尝 涡 ,并 向 细胞 中 


生 因 子 (BMP-4) , 大约 50ng/ml 


马 鱼 FGF-2 的 


I 管内 皮 生 长 因子 WEGF) 


新 鲜 培养 基 。 可 以 在 整个 造 


[分 化 过 程 中 将 旋转 撼 设 定 为 


大 约 40-60rpm 的 速度 ,虽然 预想 到 可 以 使 用 实质 上 更 高 或 更 低 的 旋转 速度 。 在 分 化 的 大 


约 第 5-6 天 ,按照 上 文 所 述 吸 提 


所 多 余 的 培养 基 , 并 将 细胞 置 于 补充 了 下 列 物质 的 EB 


基础 增 


养 基 中 :例如 (1) 大约 25ng/ml Flt-3 配 体 , 大 约 10mg/ml IL-3 和 大 约 10ng/ml GMCSF ;或 
(2) 大 约 25ng/ml Flt-3 配 体 , 大 约 25ng/ml SCF, 大约 25ng/ml TP0, 大 约 10ng/ml IL-3 和 


大 约 10ng/ml IL-6。 可 以 按照 上 文 所 述 在 大 约 第 8 和 10 天 吸 提 
化 的 大 约 第 12 天 收获 四 培养 物 。 可 以 就 表面 标志 物 (例如 CD34+, CD45+， 
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CD431 


可 以 在 分 
, CD41+, 
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CD235a+, CD31+) 的 表 型 表达 来 染色 细胞 , 以 定量 群体 中 造血 祖 细胞 的 量 。 如 以 下 实施 例 所 
示 , 这 些 方法 可 成 功用 于 产生 多 种 细胞 谱系 (例如 红 系 ` 巨 核 细 胞 ` 巨 只 细胞 、 树 突 细 胞 . 肥 
大 细胞 、. 粒 细胞 ) ,可 以 使 用 iPS 细胞 或 hESC 获得 相似 的 结果 。 

[0191] ”特别 考虑 到 用 于 本 发 明 的 自动 器 自动 化 可 以 获 自 例如 Tecan (CA,USA) 。 自 动 器 可 
以 包括 液体 操作 工具 ,例如 穿 盖 探 针 和 即 抛 型 尖 头 ,以 使 样品 间 的 滞留 最 小 化 。 在 多 个 实施 
方式 中 ,可 以 在 用 于 培养 细胞 的 一 个 或 多 个 生物 反应 器 中 使 用 自动 器 (例如 在 hESC 的 维持 
或 生长 过 程 中 , hESC 向 造血 细胞 分 化 过 程 中 ,或 造血 细胞 向 后 续 谱 系 例如 红细胞 等 分 化 过 
程 中 ) 。 如 以 下 实施 例 所 示 , 可 以 使 用 Tecan Cellerity” 系统 (一 种 工业 上 相关 的 自动 器 
平台 ) 将 用 于 维持 和 产生 造血 前 体 细胞 的 条 件 至 少 部 分 或 完全 自动 化 。Tecan Cellerity™ 
装 有 Tecan 液体 操作 自动 器 (Freedom EVO 200) , 自动 化 的 温 育 器 (Storex500) , 其 具有 温 
育 500 个 Roboflasks” 的 能 力 ,培养 基 贮 存 冰 箱 , Cedex 细胞 计数 器 ,用 于 扩 增 和 接种 细胞 
芒 浮 液 的 旋转 瓶 ,和 用 于 操持 平板 的 ROMA 机 器 臂 , 和 8 通道 的 固定 尖 头 移 液 管 。 一 部 分 、 
基本 上 所 有 、 或 所 有 的 EB 分 化 程序 可 以 自动 化 。 例 如 , 在 分 化 的 第 12 天 ,可 以 通过 Tecan 
Cellerity 系统 收获 细胞 并 人 工 洗涤 以 进行 标志 物 的 细胞 表面 染色 。 染 色 之 后 ,可 以 使 用 
连接 至 Accuri 流 式 细胞 仪 的 Hypercyt 分 析 细 胞 。 该 过 程 可 用 于 造血 前 体 群 体 的 高 通 量 筛 
选 。 在 一 些 实施 方 式 中 , 可 以 在 自动 器 上 培养 未 分 化 的 hESC 或 iPSC, 例如 使 用 Matrigel™ 
包 被 的 roboflask (Corning) ,通过 以 上 描述 的 方法 进行 。 可 以 使 用 例如 Tecan Cellerity™ 
系统 使 EB 的 维持 、 接 种 .喂养 和 /7 或 收获 部 分 或 完全 自动 化 。 该 自动 器 具有 包括 旋转 瓶 的 
能 力 ,或 者 可 以 使 用 生物 反应 器 来 产生 大 量 的 细胞 。 

[0192] ”在 一 些 实施 方式 中 ,使 本 发 明 的 方法 微型 化 或 “ 按 比例 缩小 ”可 能 是 有 用 的 。 例如， 
当 这 些 方 法 包括 化 合 物 的 高 通 量 筛选 时 , 这些 方 法 可 能 是 特别 有 用 的 ,例如 可 以 促进 细胞 
的 去 分 化 或 向 特定 谱系 的 分 化 。 高 通 量 筛选 也 可 用 于 评价 候选 物质 的 一 个 或 多 个 性 质 ( 例 
如 毒性 ,促进 或 减少 分 化 的 能 力 等 ) 。 方 法 的 微型 化 可 以 包括 使 用 低 附 着 平板 〈 例 如 96 孔 
板 ) 和 /7 或 在 低 氧 条 件 下 培养 细胞 ( 例如 ,小 于 大 约 25% 0 或 大 约 5% 0,)。 在 一 些 实施 
方式 中 ,可 以 使 用 以 下 方法 :使 用 不 含 生 长 因子 的 补充 了 大 约 0. 1ng/ml TGF 和 大 约 20ng/ml 
斑马 鱼 FGF 的 TeSR, 将 适应 于 在 Matrigel 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生 长 的 未 分 化 的 hESC 
或 iPSC 预 条 件 化 24 小 时 。 可 以 在 汇合 时 收获 细胞 ,例如 使 用 TrypLE 在 大 约 37C 处 理 大 
约 5 分 钟 。 可 以 将 细胞 收集 于 含有 补充 了 下 列 物 质 的 IMDM 的 BB 基础 培养 基 中 :大 约 20% 
BIT9500 或 血清 奉 代 物 -3, 大 约 1% NEAA, 大 约 lmM L- 谷 氨 栈 胺 ,大 约 0. lmM 琉 基 乙醇 ,大 
约 0.75% BSA, 大约 50ug/ml 抗坏血酸 和 大 约 1 pM ROCK 抑制 剂 (例如 H1152) 。 为 了 启动 
EB 的 形成 ,可 以 将 细胞 以 大 约 0. 1x10 个 细胞 / 孔 的 密度 置 于 低 附着 的 96 孔 平 板 中 的 含有 
ROCK 抑制 剂 的 EB 基础 培养 基 中 。 预 想到 可 以 改变 所 使 用 的 细胞 的 精确 浓度 以 达到 相似 的 
效果 。 也 可 以 通过 在 低 0 条 件 下 温 育 平板 来 促进 EB 的 形成 。 在 大 约 12-24 小 时 后 ,可 以 
将 细胞 置 于 含有 大 约 50ng/ml 骨 形 态 发 生 因 子 (BMP-4) ,大 约 50ng/m 血管 内 皮 生 长 因子 
(VEGF) 和 大 约 25ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 EB 分 化 增 养 基 中 。 每 孔 可 以 使 用 大 约 300 1 培 3 
其 ,例如 使 用 96 孔 板 。 在 分 化 的 大 约 第 3-4 天 ,可 以 通过 轻 轻 地 除 挥 一 半 体 积 的 多 余 培养 
基 (例如 100-150n 1) 并 加 入 等 体积 的 新 鲜 培 养 基 来 半 呈 细 胞 。 在 分 化 的 大 约 第 5-6 天 ， 
可 以 按照 上 文 所 述 吸 掉 多 余 的 培养 基 , 并 将 细胞 置 于 补充 了 下 列 物质 的 EB 基础 培养 基 中 : 
例如 (1) 大 约 25ng/ml Flt-3 配 体 ,大 约 10mg/ml IL-3 和 大 约 10ng/ml GMCSF ;或 (2) 含有 
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大 约 25ng/ml Flt-3 配 体 , 大 约 25ng/ml SCF, 大 约 25ng/ml TP0, 大 约 10ng/ml IL-3 和 大 约 
10ng/ml IL-6 的 培养 基 。 可 以 按照 上 文 所 述 在 分 化 的 大 约 第 8 和 10 天 以 新 鲜 的 培养 基 半 喂 
分 化 中 的 BB 培养 物 。 可 以 在 分 化 的 大 约 第 12 天 收获 四 培养 物 。 如 以 下 实施 例 所 示 , 这 些 
方法 可 成 功用 于 产生 多 种 细胞 谱系 (例如 红 系 ` 巨 核 细 胞 ` 巨 叭 细胞 、 树 突 细胞 .肥大 细胞 、 
粒 细胞 ) ,可 以 使 用 iPS 细胞 或 hESC 获得 相似 的 结果 。 
[0193] “可 以 使 用 自动 器 自动 化 在 单 细 胞 测验 中 使 用 本 发 明 的 方法 :通过 在 培养 基 中 加 入 
ROCK 抑制 剂 HA100 和 7 或 H152 以 诱导 细胞 , 使 单个 细胞 烙 附 至 平板 。 在 自动 器 上 , 回 培 养 
系统 中 加 入 小 分 子 取 100 或 下 152 或 Y-27632 能 够 极 大 地 改善 多 能 细胞 (包括 ES、hESC 和 
iPS 细胞 ) 的 存活 性 。 在 一 些 实施 方式 中 ,可 以 通过 加 入 ROCK 抑制 剂 或 PKC 抑制 剂 (尤其 
是 在 细胞 被 蛋白 水 解 或 机 械 分 离 为 簇 或 个 体 化 之 后 ) 改善 TeSR 培 养 基 中 多 能 细胞 的 存活 。 
ROCK 抑制 剂 能 够 促进 个 体 化 的 hES 细胞 附着 至 表面 并 生长 。 多 能 细胞 的 维持 或 增殖 过 程 以 
及 分 化 为 造血 前 体 细胞 或 特定 造血 谱系 的 一 些 或 全 部 过 程 可 以 自动 化 。 部 分 或 全 部 的 自动 
化 方法 可 以 使 用 确定 的 条 件 。 

[0194] X. 试剂 盒 

[0195] “本 发 明 还 涉及 用 于 本 发 明 中 的 试剂 盒 。 例 如 ,试剂 盒 可 以 包含 处 于 一 个 或 多 个 密 
封 瓶 中 的 本 文 描述 的 分 化 培养 基 。 试 剂 盒 可 以 包括 细胞 ,例如 多 能 和 干细胞. 祖 细胞 .造血 祖 
细胞 或 内 皮 祖 细胞 。 
[0196] ”试剂 盒 还 可 以 包含 用 于 产生 祖 细胞 例如 造血 祖 细胞 或 内 皮 祖 细胞 的 说 明 书 。 或 
者 ,所 述说 明 书 可 以 涉及 产生 造血 细胞 、 内 皮 细 胞 、 肥 大 细胞 、 树 突 细胞 、 巨 核 细 胞 六 细胞 、 
巨 噬 细 胞 或 红细胞 。 

[0197] “合适 的 试剂 盒 包括 用 于 本 发 明 的 多 种 试剂 , 其 处 于 合适 的 容器 和 包 装 材料 中 , 包 
括 管 . 瓶 和 收缩 包装 的 和 吹 塑 的 包装 。 适合 包含 于 本 发 明 的 试剂 盒 中 的 物质 包括 但 不 限于 : 
一 种 或 多 种 如 本 文 描述 的 确定 培养 基 , 和 一 种 或 多 种 细胞 , 其 中 所 述 细 胞 是 多 能 细胞 或 根 
据 本 发 明 的 方法 至 少 部 分 分 化 的 多 能 细胞 。 在 一 些 优选 的 实施 方式 中 ,本 发 明 的 试剂 盒 中 
包含 多 个 多 能 细胞 或 至 少 部 分 分 化 的 细胞 。 

[0198] XI， 筛选 测验 

[0199] ”本 发 明 涉 及 筛选 测验 , 例如 用 于 束 促 进 多 能 干细胞 向 祖 细胞 分 化 的 能 力 来 鉴定 候 
选 物质 的 科 选 测验 。 例 如 ,造血 细胞 .造血 前 体 组 胞 和 7 或 内 皮 细 胞 可 用 于 评价 候选 物质 的 
药理 学 和 / 或 毒 理学 性 质 。 因 此 , 使 用 通过 本 发 明 的 方法 分 化 的 细胞 的 筛选 方法 可 用 于 鉴 
定 治疗 化 合 物 ,所 述 治疗 化 合 物 可 以 缓解 与 影响 所 述 细胞 的 疾病 相关 的 一 个 或 多 个 症状 。 
在 其 它 实施 方式 中 , 分 化 的 细胞 可 用 于 鉴定 导致 细胞 毒性 的 化 合 物 。 或 者 , 科 选 方法 可 以 包 
括 将 细胞 骏 露 于 能 够 促进 细胞 的 分 化 或 去 分 化 的 候选 物质 。 
[0200] ”如 本 文 使 用 的 术语 “候选 物质 ”是 指 促进 多 能 干细胞 癌 祖 细胞 的 分 化 的 任意 物质 。 
候选 物质 可 以 包括 :天 然 存 在 的 化 合 愧 的 片段 或 一 部 分 ,或 者 可 以 仅 是 已 知 化 合 物 的 活性 
组 合 ,不 组 合 的 话 所 述 已 知 化 合 物 则 没有 活性 。 在 一 个 实施 方式 中 ,候选 物质 是 小 分 子 。 在 
其 它 实 施 方式 中 ,候选 物质 可 以 包括 但 不 限于 :有 机 小 分 子 . 肽 或 其 片段 、. 肽 样 分 子 、 核 酸 、 
多 肽 . 肽 模拟 物 、 碳 水 化 合 物 、. 脂 蛋白. 酶 . 盐 ` 氨 基 酸 、 维 生 素 .基质 成 分 .抑制 剂 、. 抗 生 素 、 
抗体 、 抗 体 片段 .矿物 质 . 脂 或 其 它 有 机 物 〈 含 看 的 ) 或 无 机 分 子 。 

[0201] “XII. 药物 制剂 
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[0202] ”通过 本 文 描述 的 方法 分 化 的 细胞 或 衍生 自 通过 本 文 描述 的 方法 分 化 的 细胞 的 细 
胞 可 以 包含 于 药物 制剂 中 并 向 受 试 者 例如 人 类 患者 施用 。 在 一 些 实施 方式 中 , 可 以 通过 胃 
肠 外 或 静脉 内 方式 施用 药物 制剂 。 
[0203] ”本 发 明 的 药物 组 合 物 包 含有 效 量 的 一 种 或 多 种 造血 、 骨 髓 或 红 系 细胞 或 溶解 于 或 
分 散 于 药学 上 可 接收 的 载体 的 另外 的 试剂 。 术 语 “ 药 学 上 或 药理 学 上 可 接收 的 ”是 指 ; 当 
施用 至 动物 例如 和 人 类 ( 视 情况 ) 时 ,不 产生 不 利 的 过敏 性 或 其 它 不 需要 的 反应 的 分 子 实 
本 和 成 分 。 根 据 本 公开 ,含有 至 少 一 种 造血 .骨髓 或 红 系 细胞 或 另外 的 活性 成 分 的 药物 组 
合 物 的 制剂 对 于 本 领域 技术 人 员 将 是 已 知 的 ,如 Remington :The Science and Practice of 
Pharmacy,21st Ed., University of the Sciences in Philadelphia 所 例 示 , 该 文献 通过 引 
用 方式 并 入 本 文 。 此 外 , 对 于 向 动物 (例如 人 类 ) 的 施用 ,将 理解 :制剂 应 该 满足 FDA 的 生 
物 标 准 机 构 所 要 求 的 无 菌 性 、 致 热 原 性 .一 般 安全 性 和 纯度 标准 。 一 般 地 ,将 认识 到 , 药物 制 
剂 将 通常 被 配制 为 促进 存在 于 该 制剂 中 的 造血 、 上 骨髓 或 红 系 细胞 的 存活 性 。 例如 ,在 一 些 实 
施 方式 中 ,组 合 物 可 以 含有 处 于 溶液 中 的 红细胞 以 通过 静脉 内 方式 向 人 类 患者 施用 。 

[0204] ”本 发 明 还 涉及 通过 问 受 试 痢 施 用 药学 上 有 效 量 的 通过 本 文公 开 的 方法 获得 的 祖 
细胞 、 造 血细胞 或 内 皮 细 胞 来 治疗 疾病 、 病 症 或 损伤 的 方法 。 根据 本 发 明 的 这 些 成 分 的 施用 
可 以 通过 任何 常规 途径 进行 ,只 要 通过 该 途径 可 以 到 达 靶 组 织 。 这 包括 通过 系统 性 或 胃 肠 
外 方法 施用 ,包括 静脉 内 注射 、 兰 柱 内 注射 或 大 脑 内 真皮 内 、 皮 下 . 肌 内 或 腹膜 内 方法 。 取 
决 于 治疗 剂 的 性 质 , 也 可 以 通过 口 、. 鼻 、 含 服 、 直 肠 、 阴 道 或 表面 方式 施用 。 
[0205] “可 以 通过 本 文公 开 的 方法 治疗 的 疾病 或 病症 包括 但 不 限于 :血管 疾病 或 病症 , 免 
疫 疾病 或 病症 , 神经 元 疾病 或 病症 , 血液 疾病 或 病症 , 或 损伤 。 

[0206] XIII. 实施 例 

[0207] ”包括 了 以 下 实施 例 以 说 明 本 发 明 的 优选 实施 方式 。 本 领域 技术 人 员 应 该 认识 到 ， 
以 下 实施 例 中 公开 的 技术 代表 本 发 明 人 发 现 的 在 实施 本 发 明 中 效果 良好 的 技术 ,因此 可 以 
被 认为 是 构成 其 实施 的 优选 模式 。 然 而 ,本 领域 技术 人 员 根据 本 公开 内 容 将 认识 到 , 可 以 不 
脱离 本 发 明 的 精神 和 范围 对 所 公开 的 具体 实施 方式 作出 多 种 改变 并 仍然 获得 相同 或 相似 
的 结果 。 

[0208] ”实施 例 1 

[0209] ”制备 EB :通过 使 用 胶原 酶 IV(lmg/ml) 在 37C 处 理 10 分 钟 ,在 汇合 时 收取 适应 于 
在 Matrigel™ 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生 长 的 未 分 化 的 hESC 和 iPSC。 在 温 育 之 后 ,将 胶 
原 酶 从 孔 中 洗 掉 ,通过 刊 取 EB 基础 培养 基 中 的 孔 而 形成 邹 。 次 日 ,将 培养 基 更 换 为 含有 不 
同 细胞 因子 配方 的 BB 分 化 培养 基 。 
[0210] “通过 使 用 TrypLE -在 37C 处 理 6 分 钟 ,在 汇合 时 收取 适应 于 在 Matrigel…” 包 被 的 
平板 上 的 无 饲养 物 生 长 的 未 分 化 的 hESC 和 iPSC。 使 用 含有 TuMROCK 抑制 剂 .大 豆 胰 蛋 
酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 “EB 基础 培养 基 ” 中 和 孔 中 的 TrypLE™。 收 集 细胞 并 在 含有 lnM 
ROCK 抑制 剂 、 大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 洗涤 细胞 。 对 细胞 进行 
计数 以 检查 存活 性 , 并 铺 板 于 低 附 着 平板 中 的 含有 1uMROCK 抑制 剂 , 大 豆 胰 和 皇 白 酶 抑制 剂 
(0. 25mg/ml) 的 本 基础 培养 基 中 。 次 日 ,将 培养 基 更 换 为 含有 不 同 细胞 因子 配方 的 了 印 分 化 
培养 基 。 


[0211] ”EB 形成 和 分 化 程序 :为 了 促进 使 用 以 上 的 酶 的 的 形成 ,将 细胞 转移 至 6 孔 低 附 
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着 平板 ,在 含有 补充 了 下 列 物质 的 IMDM 的 “BEB 基 础 培养 基 ?” 中 过 夜 温 育 :20% BIT9500 (Stem 


Cell Technologies) ,1% NEAA, lmM I- 谷 氨 酰胺 ,0. ImM 仿 基 乙醇 ( 均 购 自 Invitrogen， 


Carlspad，CA) ,0.75% BSA,50ug/ml 抗坏血酸 。 次 日 


, 从 每 个 孔 中 收集 细胞 并 离心 。 将 细 


胞 重 悬 于 “BEB 分 化 培养 基 ”, 其 由 补充 了 下 列 生长 因子 和 细胞 因子 的 BB 基础 培养 基 构 成 : 
50ng/ml 骨 形 态 发 生 因 子 (BMP-4) ,50ng/ml 血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) ,25ng/ml 干细胞 因子 
(SCF) ;25ng/ml Flt-3 配 体 (Flt-3L) ,10ng/ml 白介素 
20ng/ml 粒 细胞 集落 刺激 因子 (G-CSF 或 GCSP) ;20ng/ml 粒 细 胞 巨 吹 细胞 集落 刺激 因子 
(GM-CSF 或 GMCSF) ,0. 2U/ml 红细胞 生成 素 (EP0) ,25ng/ml 血小板 生成 素 (TP0)( 均 购 目 
R&D Systems, Minneapolis, MN) 和 25ng/ml 斑马 鱼 FGF-2。 4 天 更 换 培 养 基 :将 BB 转移 


至 15-mL 


每 2 天 向 细胞 半 喂 以 新 鲜 的 培 


的 管 中 并 使 又 集体 沉降 5 分 钟 。 吸 掉 上 清 液 并 替换 为 新 鲜 的 分 化 培养 基 。 或 者 ， 


术 测 定 表 型 , 使 用 CFU 检验 法 测定 功能 能 力 。 


[0212] 


流 式 细 胞 术 :从 每 个 


-3(IL-3) , 10ng/ml 白介素 -6 (1L-6)， 


养 基 。 在 分 化 过 程 中 的 不 同时 间 点 收获 细胞 并 通过 流 式 细胞 


孔 /条件 收 集 细 胞 并 以 培养 基 洗 涤 一 次 。 使 用 TrypLE 或 


0.5% 胰 蛋白 酶 在 37 它 的 温 育 箱 中 消化 细胞 沉淀 物 5-10 分 钟 , 然 后 以 堵 养 基 洗 涤 并 通过 


70-nm 的 细胞 染色 器 。 


将 细胞 重 悬 于 含有 PBS-FBS 的 FACS 缓冲 液 中 , 计数 以 评 佑 细胞 存 


活性 并 以 莹 光 团 组 合 的 单 克 隆 抗 体 染 色 : 抗 - 人 CD43 (1610) , 抗 - 人 CD31GM-59) , 抗 - 人 


CD41 (HIP8) ; 抗 - 人 CD45(HI30) 和 抗 - 人 CD34(581,8G12) (BDBiosciences San Jose， 
CA) ; 抗 一 人 11k-1 (89106) ,( 购 自 R&D Systems,Minneapolis,MN)。 使 用 7- 氨基 放 线 苗 素 
D(7-AAD, BD Biosciences) 排除 死亡 细胞 。 以 FACSCalipbur 或 Accuri 流 式 细胞 仪 和 Cel1 


Quest 软件 i 


[0213] 


克隆 形成 性 造 


行 活 细胞 的 分 析 。 
[ 祖 细 胞 检验 〈CFU 检验 ) :使 用 TryplE 或 0.5%% 胰 蛋白 酶 /EDTA 


将 辐 分 散 为 单 细胞 基 浮 液 。 定 量 活 细胞 , 铺 板 (50 


于 造血 CFC 的 湿 室 中 测 


定 , 使 用 含有 下 列 物质 的 人 甲 


, 000-300, 000 细胞 / 毫升 ) , 并 在 用 
基 纤 维 素 完全 培养 基 (R&D Systems， 


Minneapolis, MN) :干细胞 因子 (SCF) 50ng/mL,; 红细胞 生成 素 (EP0) 3U/mL, 粒 细胞 巨 叭 细胞 
集落 刺激 因子 (GM-CSF) 10ng/mL, 白介素 -3 (IL-3)10ng/mL。14 天 后 ,根据 形态 对 集落 进行 


评分 ,定量 每 10" 个 铺 板 细胞 的 集落 。 含 血清 的 或 无 
Technologies) 可 用 于 产生 集落 。 


[0214] 


[0215] 
[0216] 


体 允 许 代 


成 EB 的 这 种 随机 过 程 ; 


[0217] 


和 CD45+ 


5% -8%。 在 分 化 过 程 中 使 用 200-1000 个 细胞 /聚集 体 \ 低 氧 和 再 聚集 步 又 而 形成 的 昭 有 


基于 EB 的 造 


1 清 的 Methocult 培养 基 (Stem Cell 


细胞 离心 涂 片 :根据 生产 商 的 说 明 书 ,将 细胞 固定 并 以 Wight-Giemsa 试剂 染色 
(Hema 3 染色 ;Fisher Scientific, Hampton, NH) 。 


实施 例 2 


被 请 导 形 成 禾 ( 被 称 作 类 胚 体 , EB) 的 人 胚胎 干细胞 (hESC) 或 iPSC 的 体外 聚集 
表 内 胚层 、 中 胚层 和 外 及 层 谱系 的 细胞 的 分 化 。 可 以 通过 加 入 外 源 生长 因子 对 形 


行 引导 以 产生 造血 前 体 细胞 类 型 。 


本 发 明 人 使 用 一 组 5 种 必需 生长 因子 建立 了 新 的 无 饲养 物 的 和 无 血清 的 确定 的 


1 分 化 程序 , 以 在 分 化 的 第 9-13 天 产生 在 细胞 表面 表达 CD43+, CD34+, CD311 


的 造血 前 体 细胞 。 使 用 2 种 人 类 pESC 和 4 种 iPSC, 产 生前 体 细 胞 类 型 的 效率 是 


利于 造血 前 体 细胞 类 型 的 产生 。 
在 存在 5 种 细胞 因子 的 情况 下 ,该 方法 能 够 在 培养 的 第 16-24 天 后 有 效 产 生 在 细 


[0218] 
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胞 表面 共 表 达 CD31, CD43 和 CD45 的 骨髓 祖 细胞 。 或 者 , 可 以 分 离 造 血 前 体 细胞 , 汉 置 于 富 
含 针 对 每 种 特定 细胞 谱系 的 专门 的 细胞 因子 的 培养 基 制 剂 中 时 ,能 够 进一步 分 化 为 巨 核 细 
胞 、 红 系 和 骨髓 谱系 (例如 ,未 成 熟 至 成 熟 的 多 形 核 粒 细胞 、 巨 哈 细 胞 、 树 突 细胞 ) 。 

[0219] ”有 是 胎 干 细胞 

[0220] ”通过 在 Dulbecco 改良 Eagle 培养 基 (DMEM) /Ham”s F-12 培养 基 (Fl12) [ 补充 了 
15% KO- 血清 蔡 代 物 (Invitrogen) ,1% 非 必需 氨基 酸 (NEAA) , ImM L- 谷 氨 酰胺 ( 均 购 上 自 
Invitrogen, Carlsbad, CA) ,0. ImMB - 琉 基 乙醇 (Sigma-Aldrich, St. Louis)] 中 与 辐射 的 
鼠 凸 胎 成 纤维 细胞 (WEP) 共 培 养 来 维持 未 分 化 的 人 胚胎 干细胞 系 (hESC) 和 诱导 的 多 能 
细胞 系 (iPSC) 。 对 于 PhESC, 培养 基 中 补充 4ng/ml 斑马 鱼 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF) ; 
对 于 iPSC, 培养 基 中 补充 100ng/ml 人 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF) 。 

[0221] “生长 于 辐射 的 小 鼠 豚 胎 成 纤维 细胞 或 适应 于 在 Matrigel 一 包 被 的 平板 上 的 无 饲 
养 物 生长 [ 使 用 MEF 条 件 化 的 培养 基 WEF-CW 或 mTeSR 培养 其 维持 ] 的 未 分 化 的 hESC 和 
iPSC 用 作 EB 分 化 程序 的 起 始 材 料 。 

[0222] ”分 化 之 前 的 预 条 乡 

[0223] ”在 分 化 起 始 之 前 ,使 用 mTeSR 培养 基 维 持 于 Matrigel 包 被 的 平板 中 的 hESC 和 
iPSC 进行 预 条 件 化 步 又 。 预 条 件 化 步骤 为 1-3 天 不 等 。 

[0224] 补充 了 0.1ng/ml TGF-B 和 20ng/ml FGF-2 的 X-vivo 15(Cambrex) ,或 补充 了 
0. lng/ml TGF-B 和 20ng/ml FGF-2 的 不 含 生长 因子 的 mTeSR(“mTeSR-GF”) 用 于 BB 分 化 
起 始 之 前 的 预 条 件 化 步 又 。 

[0225] 获 细 胞 LC 乡 成 EB 

[0226] ”方法 1 :通过 使 用 胶原 酶 TV(lmg/ml) 在 37C 处 理 10 分 钟 ,在 汇合 时 收取 生长 于 
MEF 上 的 或 适应 于 在 Matrigel 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生 长 的 未 分 化 的 hESC 和 iPSC。 在 
温 育 之 后 ,将 胶原 酶 从 孔 中 洗 抒 ,通过 刮 取 了 基础 培养 基 中 的 孔 而 形成 卫 。 次 日 ,将 培养 基 
更 换 为 含有 不 同 细胞 因子 配方 的 EB 分 化 培养 基 。 
[0227] ”方法 2 :通过 使 用 TrypLEY 在 37C 处 理 6 分 钟 , 在 汇合 时 收取 适应 于 在 Matrigelz 
包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生 长 的 未 分 化 的 hESC 和 iPSC。 使 用 含有 InMROCK 抑制 剂 
(H-1152) 或 10 nM ROCK 抑制 剂 (Y-27632) 大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培 
养 基 中 和 了 筷 中 的 TrypLE™。 收集 细胞 并 在 合 有 1 nM-10 b M ROCK 抑制 剂 , 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 
剂 (0. 25-0. 5mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 洗涤 细胞 。 当 使 用 胰 重 白 酶 来 个 体 化 细胞 时 ,加 入 
大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 。 在 使 用 TrypLE 来 个 体 化 细胞 的 情况 下 ,可 以 不 加 大 豆 胰 蛋 白 酶 抑制 
剂 。 对 细胞 进行 计数 以 检查 存活 性 , 并 铺 板 于 低 附 着 平板 中 的 含有 1 M-10 pM ROCK 抑制 
剂 \, 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25-0. 5mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 。 次 日 ,将 培养 基 更 换 为 含 
有 不 同 细胞 因子 配方 的 EB 分 化 培养 基 。 
[0228] ”了 钳 形 成 和 分 化 程 

[0229] ”为 了 促进 使 用 以 上 的 酶 的 EB 的 形成 ,将 细胞 转移 至 6 和 孔 低 附着 平板 ,在 含有 补 
充 了 下 列 物 质 的 IMDM 的 mTeSR 培养 基 或 印 基础 培养 基 中 过 夜 温 育 :20 % BIT9500 (Stem 
Cell Technologies) ,1% NEAA, lmM 1L- 谷 氨 栈 胺 ,0. lmM 区 其 乙 醇 ( 均 购 自 Invitrogen， 
Carlsbad，CA) ,0.75% BSA, 50ug/ml 抗坏血酸 。 次 日 ,从 每 个 孔 中 收集 细胞 并 离心 。 将 细 
胞 重 悬 于 EBB 分 化 培养 基 , EB 分 化 培养 基 由 补充 了 下 列 生 长 因子 和 细胞 因子 的 EB 基础 培 
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I 管内 及 生长 因子 (VEGF) ,25ng/ 


ml 于 细胞 因子 (SCF) ;25ng/mlF1t-3 配 体 (Fl1t-31L) , 10ng/ml 和 白介素 -3 (IL-3) ,10ng/ml 白 
介 素 -6(1L-6) ,20ng/ml 粒 细胞 集落 刺激 因子 (G-CSF) ;20ng/ml 粒 细 胞 巨 噬 细 胞 集落 刺激 


因子 《GM-CSFP) ,0. 2U/ml 红细胞 生成 素 (EP0) , 25ng/ml 
Systems, Minneapolis, MN) 和 25ng/ml 黄 
15-mL 的 管 中 并 使 聚集 体 沉降 5 分 名 


天 癌 细 胞 半 喂 以 新 鲜 的 培养 
定 表 型 ,使 用 CFU 检验 法 测定 功能 能 力 。 
4 天 更 换 培 养 基 或 


[0230] 


1 


聚集 体 沉降 5 分 多 
[0231] ”结果 


[0232] 


[ 马 鱼 FGF-2。 每 4 天 更 换 培 养 
1。 吸 掉 上 清 液 并 替换 为 新 鲜 的 分 化 培养 基 。 或 者 ,每 2 


只 


基 。 在 分 化 过 程 中 的 不 同时 间 点 收获 细胞 并 通过 流 式 细胞 术 测 


基 或 每 48 小 时 更 换 一 半 培 养 基 :将 BB 转移 至 15-m 的 管 中 并 使 
。 吸 掉 上 清 液 并 蔡 换 为 新 鲜 的 分 化 培养 基 。 


[小 板 生成 素 (TP0) ( 均 购 目 R&D 


示 出 较 低 的 造 


示 出 优先 的 生长 抑制 效应 。 


[0233] 
最 初 的 细胞 因子 于 


子 的 情况 下 , 造 


频率 是 2% -10%。 在 分 化 16 天 之 后 ,在 不 存在 血清 和 存在 细胞 因子 的 情况 下 , 千 
胞 的 频率 是 10% -40% 。 向 含有 细胞 因子 的 培养 基 中 加 入 血清 


因此 ,无 


mTeSR 培养 基 维 持 、 使 用 MEF-CM 预 条 件 化 ) 上 
成 纤维 细胞 上 的 hESC 和 iPSC 产生 造 
在 了 分 化 16-18 天 的 末尾 ,名 


[0234] 


观察 到 :细胞 因子 的 存在 对 于 驱动 hESC 和 iPSC 的 无 
| 剂 包括 EB 分 化 培养 基 中 所 列 的 11 种 旨 
1 前 体 细胞 的 频率 是 0.5% -2% ;在 存在 


中 从 hESC 制备 而 来 的 适应 于 mTeSR 的 EB 显 
1 前 体 频率 ( < 4% ) 。 前 者 的 条 件 产生 10% -15% 的 造 
望 被 任何 理论 所 限 ,mTeSR 培养 基 中 的 高 水 平 的 TGF-B 可 能 对 多 数 原始 干细胞 / 祖 细胞 显 


基 :将 BEB 转移 至 


在 分 化 16 天 之 后 ,相对 于 从 维持 在 辐射 的 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 或 适应 于 在 
Matrigel 一 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生长 (使 用 MEF 条 件 化 培养 基 而 9 
hESC 和 iPSC 制备 而 来 的 EB, 在 mTESR 培养 基 


FE mTeSR 来 维持 ) 的 


1 前 体 细 胞 。 不 项 


| 


[分 化 过 程 是 必需 的 。 


昌 胞 因子 。 在 不 存在 血清 和 细胞 因 


细胞 、 树 突 细胞 .肥大 细胞 ) 的 骨髓 前 体 。 


[0235] 


PESC 预 条 件 化 3 天 。 使 用 胶原 酶 收获 细胞 , 使 用 无 


在 不 同 的 时 间 点 ,通过 流 式 细胞 术 分 析 EB 旨 


L 清 的 定 含 细胞 因 


图 1 显示 了 第 50 次 传代 (4) 和 第 40 次 传代 (B) 时 的 HIESC 的 造 
hESC 均 维 持 于 Matrigel” 上 ,使 用 mTeSR 传代 10 次 。 在 造 


L 清 而 没有 细胞 因子 的 情况 下 ,该 


1 前 体 细 


引起 前 体 细胞 的 微小 增多 。 
1 清 的 富 含 细胞 因子 的 卫 分 化 培养 基 能 够 从 维持 于 Matrigel 包 被 的 平板 ( 使 用 
的 hESC 和 iPSC 以 及 维持 于 辆 射 的 小 鼠 胚 胎 
1 前 体 细胞 。 
旧 胞 的 主要 表 型 是 CD45+CD43+ 和 CD31+ 细胞 。CFU 检 
验 揭示 :存在 能 够 产生 镁 细胞 ( 例如 嗜 曙 红细胞、 哮 碱 细胞 . 哮 中 性 粒 细 胞 、. 单 核 细胞 ` 巨 噬 


[分 化 。 两 种 


[分 化 起 始 之 前 使 用 MEF-CM 将 


旧 胞 , 以 确定 是 否 存在 造 


CD34, CD45, CD31 和 CD41) 。 数 值 代表 3 个 单独 实验 的 平均 值 SEM。 


[0236] 


在 含有 数量 减少 的 FGF-2 和 TGF 


E 培 养 基 中 


B 的 确 ; 


化 。 图 2 显示 :使 适应 于 在 Matrigel” 上 的 无 饲养 物 生 长 (使 用 
于 确定 的 预 条 件 化 培养 基 增 多 了 随后 的 造 
ml TGF-B 和 20ng/ml FGF-2 的 X-vivo 15, 或 补充 了 0. lng/ml TGF-B 和 20ng/mlFGF-2 的 
mTeSR( 不 含 生 长 因子 ) ,使 适应 于 在 Matrigel" 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生长 的 HihESC 预 


条 件 化 3 天。 每 天 更 换 预 条 件 化 培养 基 , 持续 
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预 条 件 化 细胞 改善 了 造 
mTESR) 的 hESC 和 iPSC 暴露 
[分 化 。 更 具体 地 ,使 用 让 EFCM, 或 补充 了 0. lng/ 


子 的 培养 基 使 EB 分 化 。 
1 前 体 细胞 类 型 (CD43， 


(分 


3 天 。 使 用 胶原 酶 收获 细胞 , 通过 在 EB 基础 
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培养 基 中 刮 取 而 形成 印 。 在 BEB 基础 培养 基 中 铺 板 后 24 小 时 , 将 细胞 转移 至 含有 11 种 细胞 
因子 的 EB 分 化 培养 基 中 。 在 分 化 的 第 12 天 收获 细胞 ,通过 流 式 细胞 术 定量 细胞 的 表 型 。 
[0237] ”还 观察 到 预 条 件 化 的 时 间 框 可 以 短 至 1 天 , 并 且 仍然 引起 造血 分 化 的 改善 。 补 充 
了 低 水 平 的 TGF-B (0. lng/ml) 和 FGF-2 (20ng/ml) 的 不 仿生 长 因子 的 mTeSR mTeSR-GF) 是 
优选 的 预 条 件 化 培养 基 。 预 料 到 对 于 使 用 胰 和 蛋白酶 (例如 TrypLE™) 被 个 体 化 或 分 离 为 小 
徐 的 EB 而 言 ,也 将 观察 到 预 条 件 化 的 有 益 效 应 。 

[0238] ”实施 例 3 

[0239] ”从 hESC 和 ipPSc 的 单 细 胞 悬浮 液 产生 造血 前 体 。 通 过 胰 香 白 酶 消化 产生 单 细 胞 悬 
浮 液 或 个 体 化 的 细胞 。 

[0240] ”用 于 从 单一 细胞 产后 FB 的 方法 
[0241] ”在 存在 含有 0. 1ng/ml TGF-B 和 20ng/ml] FGF-2 的 mTesR-GF 的 情况 下 ,将 使 用 
mTESR 维持 的 适应 于 在 Matrigel 上 的 无 饲养 愧 生长 的 hESC 和 iPSC 预 条 件 化 3 天 。 为 了 启 
动 从 单一 细胞 的 分 化 ,使 用 TrypLE”Select (Invitrogen) 处 理 培养 物 6 分钟 ,将 细胞 悬浮 
液 收 集 于 : (1) 普通 EB 基础 培养 基 ; (2) 含有 PVA 的 BB 基础 培养 基 ; (3) 含有 0.5% PVA 和 
1 nMHI1152 或 10 4MY27632ROCK 抑制 剂 的 EB 基础 培养 基 ;或 (4) 仅 含 有 luM H1152ROCK 抑 
制剂 的 EB 基础 培养 基 。 收 集 细 胞 , 洗涤 一 次 ,并 于 37@ 铺 板 于 各 个 培养 基 制 剂 中 的 低 附 着 
平板 上 。 在 18-24 4 小 时 局 ， 在 相差 显微镜 检查 EB 的 形成 状态 。 

[0242] 3. 使 用 ROCK 抑制 剂 /PVA 的 EB 形 

[0243] 


ee 


Y-27632 3 27632 或 HS2 | HI11S2 


Er PE 形成 


不 让 在 让 在 。 | 形成 机 少 的 EB 


[0244] 的 细 肯 

[0245] ”细胞 因子 矩 阵 实 验 程 ) 序 :在 存在 含有 0. lng]ml TGF-B 和 20ng/mlFGF-2 的 
X-vivo-15 的 情况 下 ,将 使 用 mTESR 维 持 的 适应 于 在 Matrigel 上 的 无 饲养 物 生长 的 hESC 预 
条 件 化 3 天 。 通 过 使 用 TrypLE 在 37 人 处 理 6 分 钟 来 收获 细胞 。 使 用 含有 1u M ROCK 抑制 
剂 (H-1152) .大豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 和 TrypLE "。 A 
含有 1h MROCK 抑制 剂 和 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 洗涤 一 

将 细胞 铺 板 于 低 附 着 平板 中 的 含有 1uWM ROCK 抑制 剂 和 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 2 
的 EB 基础 培养 基 中 。 次 日 ,将 培养 基 更 换 为 含有 不 同 细 胞 因子 配方 的 BB 分 化 培养 基 。 
[0246] ”所 用 的 细胞 因子 的 浓度 如 下 ;25ng/ml BMP-4, 25ng/ml VEGF, 25ng/ml SCF, 25ng/ml 
Flt-3L, 10ng/ml TIL-3,10ng]ml TIL-6,20ng/ml G-CSF ;20ng/ml GM-CSF, 0. 2U/ml EPO, 10ng/ 
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ml TPO 和 10ng/ml 斑马 鱼 FGF-2。 

[0247] ”所 用 的 细胞 因子 的 组 合 列举 于 下 面 的 表 3。 每 2 天 向 EB 培养 物 半 喂 以 新 鲜 的 分 化 
培养 基 。 在 分 化 的 第 8、12 和 17 天 收获 四 培养 物 。 通 过 将 所 有 的 细胞 旋 下 来 收获 EB 培 3 
物 , 以 TrypLE™ 或 0.5% 胰 蛋白 酶 消化 EB。 通过 流 式 细胞 术 分 析 祖 细胞 类 型 的 表 型 ,将 细胞 
铺 板 于 甲 共 纤 维 素 培 养 基 以 用 于 CFU 检验 。“FLT3” 是 指 F1t3 配 体 。 


[0248] 表 3 
[0249] 
组 别 细胞 因子 组 合 
1 SCF/FLT -NBMP -HVEGF/FGF/EPO/TPO/L3AILG/GCSFIGMCSF 
2 FLTIVEGF/FOF/EPO/GCSEF 
3. BMP4/FGF/EPO/TPO/GMCSF 
4 SCF/VEGF/EPO/TPO/IL3 
5. FLTIFGF/TPO/ILA LG 
6. MP4/EPO/L3/IL6/GCSF 
了 VEGEFTPOAL6AGCSEFIGMCSF 
3. SCF/FGF/IL3/GCSF/GMCSE 
9. SCFIFLT -3/EPOAL6:GMCSF 
10. SCF/FLT -3/BMP4/TPO/GCSF 
1 FLT -BMP-4/VEGF/LAGMCSF 
12. SCF/BMP4/VEGF/FGF/ILG/ 
[0250] ”基于 这 些 不 同 组 合 的 结果 显示 于 下 表 4 中。 如 下 所 示 , 评价 了 在 生长 因子 的 这 些 


不 图 组 合 中 培养 得 到 的 细胞 以 确定 多 种 细胞 表面 标志 物 的 表达 。 
[0251] ” 表 4. 结果 
[0252] 


36 


CN 102388130 B 说 明 书 34/45 页 


第 8 天 


存在 的 因子 晤 如 F FLT-3 BMP4 VEGF iL3 IL§ GeSF GMCGSF 
2 3 10 

6 在 洛 外 . . . : . 0.8% 

1.0% 和 口 7% 

0.2% 0.2% . . . . . . 0.2% 

145 于 区 中 . . . . . . 1% 

2.2% 2.4 . . . . . . 7% 


10 
0%w 
0.8% 
0.2% 
2% 
2.2% 


FGF 全 如 吕 - 疙 靖 & 人 EF 
10 
2.3 有 % 
1.8% 
1.5% 
2.0% 
D0.4% 


FLTS3 BMP4 YEGPF FSF GuoF MaF 
2 3 4 10 
全 寺中 和 42:8 6 史 . . . : . 日 1 听 
六 驹 上 9 中 4 名 . . . : . 8.6% 
22 哆 和 12:8 和 8 了 人 6 . . . : . 3.8% 
2.6% 2.9% 28% . . . . . 2.2% 
2.4% 芝 了 了 2.3% . . . . . 2.1% 


[0253] ”在 EB 细胞 因子 温 合 物 中 的 11 种 细胞 因子 中 , 鉴定 出 一 组 5 种 细胞 因子 (BMP4， 
VEGF, IL-3, FLt-3, GMCSF) 对 于 驱动 无 血清 造血 分 化 程序 是 特别 有 效 的 或 必 不 可 少 的 。 在 
这 5 种 细胞 因子 中 ,BMP-4 和 VEGF 似乎 在 BB 分 化 过 程 中 的 所 有 时 间 点 都 具有 重要 作用 ,而 
GMCSF 和 TIL-3 似乎 在 EB 分 化 的 较 后 期 阶段 发 挥 作用 。 

[0254] ”在 造血 分 化 的 每 个 时 间 点 的 末尾 时 进行 了 集落 形成 检验 。CFU 检 验 揭示 :在 所 有 
的 时 间 点 ,5 种 细胞 因子 的 组 合 产 生 的 总 集落 数目 与 11 种 细胞 因子 的 混合 物 所 产生 的 集落 
数 相 当 。 在 归 分 化 的 第 12 天 ,11 种 细胞 因子 与 5 种 细胞 因子 组 合 的 GEMM 集 落 的 频率 是 相 
当 的 (3-5710 个 细胞 ) 。 使 用 含有 5 种 细胞 因子 的 申 分 化 培养 基 成 功 地 从 hESC 和 iPSC 
产生 了 造血 前 体 细胞 。 
[0255] “含有 5 种 细胞 因子 的 印 分 化 培养 基 足 以 从 hESC 和 ipPSC 产 生 造 血 前 体 细 胞 。 在 存 
在 含 0. Ing/ml TGF-B 及 20ng/ml FGF-2 的 mTesR-GF 或 Xvivo 15 的 情况 下 ,将 使 用 mTESR 
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维持 的 适应 于 在 Matrigel” 上 的 无 饲养 物 生长 的 hESC 和 iPSC 预 条 件 化 3 天 。 


、 


[0256] ”确定 外 身分 化 的 细胞 基 


[0257] 实验 程序 :在 存在 含有 0. 1ng/ml TGF-B 及 20ng/ml FGF-2 的 mTeSR-GF 的 情况 下 ， 
将 使 用 mTESR 维持 的 适应 于 在 Matrigel 上 的 无 饲养 物 生 长 的 hESC 预 条 件 化 3 天 。 通 过 使 用 
TrypLE 在 37'C 处 理 6 分 钟 来 收获 细胞 。 使 用 含有 1n MROCK 抑制 剂 和 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 
剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 和 TrypLE™。 将 细胞 在 含有 1b MROCK 抑制 剂 (H-1152) 


和 大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 洗涤 一 次 。 将 细胞 铺 板 于 低 附着 


平板 中 的 含有 1 M ROCK 抑制 剂 、 大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 ， 
细胞 密度 为 1, 000, 000 个 细胞 ml1。 次 日 ,将 培养 基 更 换 为 含有 不 同 浓 度 的 5 种 细胞 因子 
的 EB 基础 培养 基 。 所 用 的 细胞 因子 的 浓度 如 下 :BMP-4, VEGF, SCF,FLT-3 配 体 为 50-25ng/ 


ml ;ITIL-3, GM-CSF 为 10-20ng/ml。 


[0258] 2 天 以 新 鲜 的 分 化 培养 基 半 喂 色 培养 物 。 在 分 化 的 第 
物 。 通 过 将 所 有 的 细胞 旋 下 来 收获 BB 培养 物 , 并 以 TrypLE ”或 0.5% 胰 蛋白 酶 消化 EB。 通 


9 和 12 天 收获 BB 培养 


过 流 式 细 胞 术 分 析 祖 细胞 类 型 的 表 型 ,并 将 细胞 铺 板 于 甲 基 纤 维 素 培养 基 中 以 进行 CFU 检 


hy. o 
[0259] ”结果 Ph 细 县 量 算 
[0260] ”结果 表明 :驱动 产生 造血 月 


1 体 细胞 的 5 种 必需 细胞 因子 的 大 约 的 最 适 剂量 是 


25ng/ml 的 BMP4, VEGF 和 Flt-3 配 体 ,和 10ng/ml IL-3 和 GMCSF。 细 胞 因子 的 这 种 组 合 能 
够 产生 造血 前 体 ,在 EBB 分 化 的 第 12 天 所 述 造血 前 体 产 生 多 潜能 的 GEMM 集落 (3-5/10’ 个 


细胞 ) 。 
[0261] EB 培 再 聚集 增强 造血 发 生 


[0262] “通过 在 分 化 程序 中 加 入 再 聚集 步骤 进一步 优化 无 血清 的 12 天 EB 分 化 程序 。 


[0263] ”实验 程序 :在 存在 含有 0. lng/ml TGF 及 20ng/ml FGF-2 的 mTeSR-GF 的 情况 下 ,将 


使 用 mTESR 维持 的 适应 于 在 Matrigel 上 的 无 饲养 物 生长 的 hESC 预 条 件 化 2 天 。 通 过 使 用 


TrypLE 在 37C 处 理 6 分钟 来 收获 细胞 。 使 用 含有 1h MROCK 抑制 剂 的 BEB 基础 培养 基 中 和 
TrypLE 。 将 细胞 在 含有 InuM ROCK 抑制 剂 .大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 
培养 基 中 洗涤 一 次 。 将 细胞 铺 板 于 低 附 着 平板 中 的 含有 1nMROCK 抑制 剂 (H-1152) 和 大 豆 


胰 蛋 白 酶 抑制 剂 (0. 25ngyml) 的 EB 基础 培养 基 中 12-24 小 时 。 


[0264] ”次 日 ,将 培养 基 更 换 为 含有 25ng/ml 的 BMP-4 和 VEGF 的 EB 基础 塔 养 基 。 使 细胞 


在 第 一 组 细胞 因子 中 分 化 4.5 或 6 天 。 以 这 2 种 细胞 因子 首先 处 理 


之 后 ,将 EB 培养 物 暴露 


于 IL-3/GMCSF/FLT-3 配 体 中 4.5 或 6 天 。 在 第 一 组 细胞 因子 转 3 


为 另 一 组 的 过 程 中 , 使 用 


TrypLE ”消化 一 组 印 , 并 允许 其 在 第 二 培养 基 中 再 聚集 , 而 另 一 组 细胞 置 于 第 二 培养 基 中 、 


不 进行 分 离 步 骤 。 在 整个 分 化 过 程 中 , 每 2 天 以 新 鲜 的 分 化 培养 基 半 喂 加 培养 物 。 在 色 


分 化 的 第 9、10、11 和 14 天 收获 印 培养 物 。 在 实验 的 末尾 ,通过 将 所 有 的 细胞 旋 下 来 收获 
EB 培养 物 , 并 以 TrypLE" 或 0.5%% 胰 蛋白 酶 消化 BB。 通 过 流 式 细胞 术 分 析 祖 细胞 类 型 的 表 


型 ,并 将 细胞 铺 板 于 甲 基 纤 维 素 中 以 进行 CFU 检验 。 
[0265] ”结果 


[0266] “EB 培养 物 的 部 分 再 聚集 习 强 了 造血 分 化 。 在 存在 BMP4 和 VEGF 下 先 培养 4-5 天 之 


后 加 入 IL-3/F1t3 配 体 /GMCSF 再 培养 7-8 天 ,产生 了 最 大 数目 的 表达 CD43+, CD34+, CD45+ 
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和 CD31+ 的 造血 前 体 (> 10% ) 。 

[0267] ”集落 形成 检验 的 结果 类 似 于 通过 流 式 细胞 术 分 析 获 得 的 数据 。 首 先 在 存在 BMP4 
和 VEGF 下 培养 EB 培养 物 4 5 天 、 然后 加 入 IL-3/FLT3 配 体 /GMCSF 再 培养 7-8 天 显示 出 最 
多 的 集落 形成 单元 。 在 再 聚集 步骤 之 后 ,总 CFU 值 从 > 100 上 升 至 高 达 250。 携 带 集落 的 
GEMM 的 频率 从 3-5/10” 升 高 至 15-20710 个 细胞 。 

[0268] ”实施 例 4 

[0269] ”EB 的 大 小 能 够 影响 造血 分 

[0270] ”在 存在 含有 0. lng/ml TGF-B 及 20ng/ml FGF-2 的 mTeSR-GF 的 情况 下 ,将 使 用 
mTESR 维持 的 适应 于 在 Matrigel 上 的 无 饲养 物 生 长 的 hESC 预 条 件 化 2 天 。 通 过 使 用 TrypLE 
在 37C 处 理 6 分钟 来 收获 细胞 。 使 用 含有 10 pM Y-27632ROCK 抑制 剂 , 大 豆 胰 蛋白酶 抑制 
剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 和 TrypLE™。 pla 1 MROCK 抑制 剂 \ 大 豆 胰 
和 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 2 基础 培养 i 基 中 洗涤 一 

[0271] ”确定 活 细胞 的 计数 ,根据 生产 商 的 说 明 书 ， 洛 所 尖 才 目的 细胞 置 于 AggreWel1™ 平 
板 的 每 个 孔 中 : 铺 板 1. 2x10” 个 细胞 以 产生 100 个 细胞 的 了 聚集 体 ; 铺 板 2. 4x10* 个 细胞 
以 产生 200 个 细胞 的 EB 聚集 体 ; 铺 板 6x 10 个 细胞 以 产生 500 个 细胞 的 BB 聚集 体 ; 铺 板 
1. 2x10° 个 细胞 以 产生 1000 个 细胞 的 EB 聚集 体 ; 铺 板 2. 4x10" 个 细胞 以 产生 2000 个 细胞 
的 EB 聚集 体 ; 铺 板 3. 6x10° 个 细胞 以 产生 2000 个 细胞 的 EB 聚集 体 ; 铺 板 4. 8x10° 个 细胞 
以 产生 2000 个 细胞 的 BB 聚集 体 。 

[0272] ”将 细胞 铺 板 于 AggreWell1™( 根 据 生 产 商 的 说 明 书 ) 中 的 含有 1h MROCK 抑制 剂 
(H-1152) ,大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 好 基础 培养 基 中 18-24 小 时 以 允许 形成 
EB。 将 细胞 转移 至 低 附 着 平板 并 照相 以 测定 使 用 各 种 细胞 数目 形成 的 B 的 大 小 。 

[0273] ”在 含有 5 种 细胞 因子 (BMP4/AVEGF/ITL-3/FLT-3 配 体 /GMCSF) 的 培养 基 中 分 化 了 印 培 
养 物 。 每 2 天 以 含有 全 部 5 种 细胞 因子 的 新 鲜 的 分 化 培养 基 半 喂 印 培养 物 。 在 分 化 的 第 11 
天 收获 EB 培养 物 。 在 实验 的 末尾 ,通过 将 所 有 的 细胞 旋 下 来 收获 EB 培养 物 ,并 以 TrypLE™ 
或 0.5% 胰 和 蛋白酶 消化 好。 通过 流 式 细 胞 术 定 量 CD43 值 。 如 图 3 所 示 , 观察 到 EB 大 小 与 
CD43 表达 之 间 的 关联 。 

[0274] “在 AggreWel]2 平板 (Stem cell technologies, 根 据 生产 商 的 说 明 书 ) 中 在 本 基 
础 培养 基 中 培养 18-24 小 时 ,形成 了 含有 确定 细胞 数目 的 HIhESC 聚集 体 。 然 后 将 细胞 转移 
至 低 附 着 平板 并 使 用 显微镜 上 的 刻度 尺 记 录 由 不 同 细 胞 数目 产生 的 了 大 小 (单位 为 上 MN。 
在 分 化 起 始 之 前 ,定量 构成 EB 的 细胞 数目 和 BEB 的 聚集 体 大 小 。 在 存在 BMP4/VEGF/1L-3/ 
Flt-3 配 体 /GMCSF 的 情况 下 使 印 培养 物 分 化 11 天 。 在 实验 的 末尾 ,通过 使 用 TrypLE” 将 
EB 个体 化 而 收获 名 培养 物 ,通过 流 式 细 胞 术 定 量 CD43 值 。 
[0275] ”结果 
[0276] ”用 于 造血 分 化 的 最 佳 细胞 数目 是 200-1000 个 细胞 /聚集 体 , 其 为 100-250 ume。 更 
多 的 细胞 数目 的 聚集 体 ( > 2000) ( 大 于 1000 um) 不 促进 造血 前 体 细胞 的 产生 。 

[0277] ”实施 例 5 

[0278] 氧 条 件 增强 造血 分 

[0279] ”在 存在 含有 0. 1ng/ml TGF-B 及 20ng/ml] FGF-2 的 mTeSR-GF 的 情况 下 ,将 使 用 
mTeSR 维持 的 适应 于 在 Matrigel 上 的 无 饲养 物 生 长 的 HhESC 预 条 件 化 2 天 。 通 过 使 用 
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TrypLE™ 收获 细胞 , 并 以 1x10" 细胞 /ml 的 细胞 密度 铺 板 于 低 附 着 平板 中 的 含有 1 nh M ROCK 
抑制 剂 -1152) 和 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 BB 基础 培养 基 中 12-24 小 时 。 
[0280] ”在 含有 5 种 细胞 因子 (BMP4/VEGF/IL-3/FLT-3 配 体 /GMCSF) 的 培养 基 中 分 化 FEB 
培养 物 。 每 2 天 以 含有 全 部 5 种 细胞 因子 的 新 鲜 的 分 化 培养 基 半 喂 BB 培养 物 。 在 分 化 的 
第 8、12 和 16 天 收获 本 培养 物 而 不 进行 再 聚集 步骤 。 在 实验 的 末尾 ,通过 将 所 有 的 细胞 旋 
下 来 收获 印 培养 物 , 并 以 TrypLE ”或 0.5%% 胰 蛋白 酶 消化 到。 通过 流 式 细胞 术 定 量 与 造血 
发 生 相 关 的 多 种 表面 标志 物 的 表 型 表达 。 
[0281] ”结果 
[0282] ”与 高 氧 条 件 相 比 ,在 低 氧 条 件 下 , EB 培养 物产 生 较 高 百分率 的 表达 CD43, CD31， 
CD45, CD34 的 细胞 。 在 EB 分 化 8 天 之 后 该 效应 更 为 显著 。 在 两 种 条 件 下 ,细胞 的 总 数目 是 
相当 的 。 
[0283] ”使 用 补充 了 0. lng/ml TGF-B 和 20ng/ml FGF-2 的 mTeSR-GF 将 适应 于 在 matrigel 
包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生长 的 HhESC 预 条 件 化 2 天 ,在 存在 ROCK 抑制 剂 的 情况 下 使 用 
TrypLE™ 收获 细胞 。 将 印 转移 至 低 氧 (5% 0。) 和 高 氧 (20% 0。) 条 件 下 的 含有 VEGF,BMP4， 
IL-3, GMCSF 和 Flt-3 配 体 的 印 分 化 培养 基 中 。 在 分 化 的 第 8、11 和 16 天 收获 细胞 ,通过 
流 式 细胞 术 定 量 细胞 的 表 型 。 
[0284] ”产生 造血 前 体 的 效率 
[0285] ”在 存在 含有 0. lng/ml TGF 及 20ng/ml FGF-2 的 mTeSR-GF 的 情况 下 ,将 使 用 mTeSR™ 
维持 的 适应 于 在 Matrigel” 上 的 无 饲养 物 生 长 的 HIhESC 和 iPSC 预 条 件 化 2 天 。 使 用 
TrypLE™ 收获 细胞 。 估 计 活 细胞 计数 并 将 细胞 以 1x10° 细胞 /ml 的 密度 铺 板 。 
[0286] “将 细胞 铺 板 于 低 附 着 平板 中 的 含有 1uMROCK 抑 制剂 (H-1152) 和 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑 
制剂 (0. 25mg/ml) 的 了 印 基础 培养 基 中 24 小 时 。 通 过 两 步 分 化 过 程 诱 导 了 印 培养 物 分 化 。 将 
培养 物 置 于 低 氧 条 件 下 的 含有 BMP4 和 VEGF 的 培养 基 中 4 天 。 在 分 化 的 第 5 天 使 用 TrypLE 
使 了 培养 物 再 聚集 , 并 置 于 低 氧 条 件 下 的 含有 (1) IL-3,Flt-3 配 体 ,GMCSF ; (2) IL-3,Flt-3 
配 体 , SCF ;或 (3) IL-3, Flt-3 配 体 , TP0 的 第 二 分 化 培养 基 中 , 再 培养 7 天 。 每 2 天 以 新 鲜 
的 分 化 培养 基 半 喂 名 培养 物 。 在 分 化 的 第 12 天 收获 EB 培养 物 。 在 实验 的 末尾 ,通过 将 所 
有 的 细胞 旋 下 来 收获 四 培养 物 ,并 以 TrypLE™ 或 0.5% 胰 蛋白 酶 消化 EBB。 估计 实验 末尾 的 
总 的 活 细胞 计数 。 通 过 流 式 细胞 术 定量 与 造血 发 生 相 关 的 多 种 表面 标志 物 的 表 型 表达 。 定 
量 造 血 前 体 细胞 (CD43+/CD34+) 的 百分比 和 绝对 数目 。 由 此 ,通过 将 最 初 的 细胞 计数 除 以 
分 化 实验 末尾 产生 的 造血 前 体 的 数目 来 确定 产生 造血 前 体 细胞 的 效率 。 
[0287] ”结果 :观察 到 使 用 两 步 BB 分 化 程序 从 hESC 和 iPSC 产生 造血 前 体 群体 的 效率 是 
5% -8% 。 结 果 显 示 于 图 5。 
[0288] ”实施 例 6 
[0289] ”发 现 使 用 上 述 BB 分 化 程序 产生 的 造血 前 体 细胞 能 够 产生 红 系 前 体 、 巨 核 细胞 、 
巨 噬 细 胞 . 单 核 细胞 和 树 突 细胞 。 有 具体 地 , 在 存在 含有 0. 1ng/ml TGF 及 20ng/ml FGF-2 的 
mTeSR-GF 的 情况 下 ,将 使 用 mTESR 维持 的 适应 于 在 Matrigel 上 的 无 饲养 物 生 长 的 HIhESC 
和 iPSC 预 条 件 化 2 天。 使 用 TrypLE 收获 细胞 。 对 于 所 有 的 细胞 系 ,估计 活 细 胞 计数 。 
[0290] ”将 细胞 以 1x10" 细胞 /ml 的 细胞 密度 铺 板 于 低 附 着 平板 中 的 含有 lb M ROCK 抑制 
剂 (H-1152) 和 大 豆 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (0. 25mg/ml) 的 EB 基础 培养 基 中 24 小时。 通过 两 步 分 
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化 过 程 诱 导 EB 培养 物 分 化 。 将 培养 物 置 于 含有 BMP4 和 VEGF 的 培养 基 中 4 天。 在 分 化 的 


第 5 天 使 用 TrypLE 使 EB 培养 物 再 聚集 ,并 置 于 含有 (1) IL-3,Flt-3 配 
Flt-3 配 体 ，SCF ;或 (3) TIL-3，FLT-3，TPO 的 第 二 分 化 培养 基 中 , 再 培养 
鲜 的 分 化 培养 基 半 喂 邵 培养 物 。 整 个 12 天 的 分 化 都 在 低 氧 条 件 下 3 
天 收获 EB 培养 物 。 在 实验 的 末尾 ,通过 将 所 有 的 


本 , GMCSF ; (2) IL-3， 


7 天 。 每 2 天 以 新 
行 。 在 分 化 的 第 12 


四 胞 旋 下 来 收获 EB 培养 物 , 并 以 TrypLE™ 


或 0.5%% 胰 蛋白 酶 消化 了。 在 实验 末尾 估计 总 的 活 细胞 计数 。1, 000, 000 个 hESC 能 够 产生 


80, 000 个 造 
[0291] 
天 。 这 些 细胞 i 


1 前 体 细胞 。 


将 衍生 自 IL-3,FLT-3GMCSF 组 (1) 的 前 体 置 于 含有 200ng/mlGMCSF 的 培养 基 中 8 
一 步 分 化 为 : (1) 通过 将 细胞 置 于 含有 M-CSF (10ng/ml) 和 IL-1 B (20ng/ml) 


的 培养 基 中 2 周 而 分 化 为 巨 噬 细 胞 ;或 (2) 通过 将 细胞 置 于 含有 20ng/ml GMCSF 和 20ng/ml 


IL-4 的 培养 基 中 而 分 化 为 树 突 细 胞 。1, 000, 000 个 
有 的 谱系 分 化 实验 都 在 非 低 氧 (一 20%% ) 浓度 下 i 
通过 将 衍生 自 IL-3, Flt-3 配 体 , SCF 组 (2) 的 前 体 细 胞 置 于 含有 100ng/ml TP0， 


[0292] 


hESC 能 够 产生 200, 000 个 树 突 细 胞 。 所 


行 。 


SCF, FLT-3,20% BIT9500 的 ME3 培养 基 


中 来 产生 巨 核 细胞 ,通过 在 MK3 扩 增 培养 基 中 、 随 后 


在 含有 5ng/ml SCF, 5ng/ml11-6 的 培养 


[0293] “通过 将 衍生 自 IL-3,FLT-3SCF 


实验 。 人 AB 


个 hESC 扩 增 为 培养 物 中 大 约 100, 000, 000 个 成 红 


[0294] 惠 用 新 按 比 例 扩 大 EB 分 


[0295] 


口 
王 


基 中 扩 增 前 体 来 产生 肥大 细胞 。1, 000, 000 个 hESC 
能 够 产生 60, 000-1, 200, 000 个 巨 核 细胞 。 在 非 低 氧 (~ 20% ) 浓度 下 i 
TP0 的 前 体 置 于 含有 氧化 可 的 松 (10-6M) 、 全 转 铁 重 
白 、ExCyte 的 培养 基 中 而 产生 红 系 祖 细胞 。 在 正常 氧 (一 20% 氧 ) 条 件 下 i 
[ 清 的 补充 和 低 氧 条 件 增 大 了 红 系 祖 台 


行 谱系 分 化 实验 。 


行 谱系 分 化 
四 胞 的 产 率 。 这 些 方法 用 于 将 1, 000, 000 


1 球 细胞 。 


在 分 化 之 前 首先 将 细胞 预 条 件 化 。 使 用 补充 了 0. lng/ml TGF 和 20ng/ml 斑马 鱼 


FGF 的 无 生长 因子 的 TeSR 将 适应 于 在 Matrigel 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生 长 的 未 分 化 的 


hESC 和 iPSC 分 别 预 条 件 化 24 小 时 。 
[0296] “通过 使 用 TrypLEY 在 37 处 


理 5 分 名 


有 补充 了 下 列 物质 的 IMDM 的 EB 基础 培 


或 


[0297] 
中 ,将 旋转 瓶 设 定 为 30-40rpm, 过 夜 , 以 
瓶 中 在 稳定 条 件 下 持续 


养 基 中 


[ 清 替 代 物 3(Sigma Aldrich) ,1% NEAA, ImM I- 谷 氨 
Invitrogen, Carlsbad, CA) ,0.75% BSA,50ug/ml 抗 坏 血 
然后 将 细胞 以 500, 000-2, 000, 000 个 旨 


促 ; 


1 而 在 汇合 时 收获 细胞 。 将 细胞 收集 于 含 
:20% BIT9500 (Stem Cell Technologies) 


污 腕 ,0. ImM 统 基 乙醇 ( 均 购 自 


发 和 1 nu M ROCK 抑制 剂 〈H-1152) 。 


四 胞 /ml 的 密度 置 于 125mlCorning 旋转 瓶 
EB 形成。 或 者 ,可 以 将 细胞 置 于 低 附 着 corning 
24 小 时 (在 低 附 着 平板 中 ) 。 在 细胞 培养 的 前 12-24 小 时 之 后 , 观 


察 到 改善 的 细胞 存活 。12-24 小 时 之 后 ,将 细胞 置 于 含有 细胞 因子 而 不 含 ROCK 抑制 剂 的 EB 
分 化 培养 基 中 , 置 于 旋转 和 瓶 中 的 磁性 搅拌 平台 上 , 以 大 约 60RPM 的 速度 旋转 。 当 把 旋转 瓶 维 


持 于 25-30RPM 下 12-24 小 时 ,产生 EB， 
盖 松 开 以 允许 ; 


ml 血管 内 皮 生 长 因子 VEGF) 和 25ng/ml 现 
[0298] ”在 分 化 的 第 4 天 ,可 以 通过 使 细胞 培 铸 柚 中 的 旋转 瓶 保 持 帮 
允许 悬浮 的 EB 聚集 体 沉降 至 施 底 15-20 分 和 


然后 增加 至 40-60 1; 
行 气体 交换 。 将 细胞 置 于 补充 了 50ng/ml 骨 形 态 发 生 因 子 (BMP-4) , 50ng/ 
Ff 马 角 FGF-2 的 EB 基础 培养 基 中 。 


行 随 后 的 分 化 。 将 旋转 瓶 的 侧 


止 来 喂养 细胞 , 从 而 


'。 然 后 吸出 多 余 的 培养 基 ( 允许 在 125mL 的 


旋转 瓶 中 保留 大 约 20mL) 。 然 后 轻 轻 地 使 细胞 洲 涡 ,并 向 细胞 加 入 含有 50ng/ml 骨 形 态 发 
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生 因子 (BMP-4) ,50ng/ml 血管 内 皮 生 长 因子 WEGF) 和 25ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 新 鲜 培养 
基 。 在 整个 造血 分 化 过 程 中 将 旋转 魂 设 定 为 60rpnm 的 速度 。 

[0299] ”在 分 化 的 第 5-6 天 , 按照 上 文 所 述 吸 描 多 余 的 培养 基 , 并 将 细胞 置 于 补充 了 下 列 
物质 的 EB 基础 培养 基 中 :例如 (1)25ng/ml Fl1t-3 配 体 ,10mg/ml IL-3 和 10ng/ml GMCSF ;或 
(2) 25ng/ml Flt-3 配 体 ,25ng/mlSCF,25ng/ml TPO,10ng/ml TIL-3 和 10ng/ml TIL-6。 按 照 上 
文 所 述 在 第 8 和 10 天 吸 掉 多 余 的 培养 基 。 
[0300] “在 分 化 的 大 约 第 12 天 收获 了 培养 物 。 在 分 析 的 末尾 定量 总 细胞 数 。 就 表面 标志 
物 (CD34+，CD45+，CD43+，CD41+，CD235a+，CD31+) 的 表 型 表达 来 染色 细胞 , 以 定量 群体 中 
造血 祖 细 胞 的 量 。 表 5 总 结 了 使 用 HES 细胞 以 不 同 的 细胞 密度 产生 的 旋转 瓶 数据 。 使 用 
iPS 细胞 获得 了 类 似 的 结果 。 图 6 中 显示 了 在 旋转 瓶 中 进行 的 EB 分 化 过 程 的 示意 图 和 所 获 
得 的 结果 。 造血 祖 细胞 能 够 产生 属于 不 同 谱系 的 多 种 细胞 类 型 ,包括 成 红血球 细胞 、 巨 核 细 
胞 . 树 突 细胞 .肥大 细胞 , 粒 细 胞 和 巨 噬 细 胞 。 

[0301] 
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[0302] 
[0303] 


型 化 EB 分 化 


使 用 96 孔 平 板 微 
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[0304] ”使 用 不 仿生 长 因子 但 补充 了 0. lng/ml TGF 和 20ng/ml 斑马 鱼 FGF 的 TeSR, 将 适应 
于 在 Matrigel 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生 长 的 未 分 化 的 hESC 或 iPSC 分 别 预 条 件 化 24 小 
时 。 通 过 使 用 TrypLE 在 37C 处 理 5 分钟 而 在 汇合 时 收获 细胞 ,将 细胞 收集 于 含有 补充 了 
下 列 物质 的 IMDM 的 EB 基 础 培养 基 中 :20% BIT9500 (Stem Cell Technologies) 或 血清 替代 
物 -3(Sigma Aldrich) ,1% NEAA, ImM IL- 谷 氨 酰胺 ,0. ImM 芒 基 乙醇 〈( 均 购 自 Invitrogen， 
Carlsbad, CA) ,0.75% BSA, 50 n g/ml 抗坏血酸 和 1p MROCK 抑制 剂 (例如 本 1152) 。 

[0305] ”将 细胞 以 0. 1x10" 个 细胞 /和 孔 的 密度 置 于 低 附 着 的 96 孔 平 板 中 的 含有 ROCK 抑制 
剂 的 EB 基础 培养 基 中 。 通 过 在 低 氧 (5% 0,) 条 件 下 温 育 铺 板 的 细胞 来 促进 EB 的 形成 。 在 
12-24 小 时 后 ,将 细胞 置 于 含有 50ng/ml 骨 形 态 发 生 因 子 (BMP-4) 、50ng/ml 血管 内 皮 生 长 因 
子 (YEGF) 和 25ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 EB 分 化 培养 基 中 。96 孔 板 的 每 也 使 用 大 约 300n 1 
培养 基 。 
[0306] “在 分 化 的 第 3-4 天 ,通过 轻 轻 地 除 抒 一 半 体 积 的 多 余 塔 养 基 (100-150n 1) 并 向 细 
胞 加 入 等 体积 的 含有 50ng/ml 骨 形 态 发 生 因 子 (BMP-4) 、50ng/ml 血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) 
和 25ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 新 鲜 培 养 基 来 半 喂 细胞 。 

[0307] ”在 分 化 的 第 5-6 天 , 按照 上 文 所 述 吸 描 多 余 的 培养 基 , 并 将 细胞 置 于 补充 了 下 列 
物质 的 EB 基础 培养 基 中 : (1)25ng/ml Flt-3 配 体 , 10mg/ml IL-3 和 10ng/ml GMCSF ;或 (2) 
含有 25ng/ml Flt-3 配 体 ,25ng/ml SCF,25ng/ml TPO,10ng/ml IL-3 和 10ng/ml IL-6 的 培养 
基 。 按 照 上 文 所 述 在 分 化 的 第 8 和 10 天 以 新 鲜 的 培养 基 半 喂 分 化 中 的 EB 培养 物 。 

[0308] ”在 分 化 的 第 12 天 收获 印 塔 养 物 。 在 分 析 的 末尾 定量 总 细胞 数 。 就 表面 标志 物 
(CD34+, CD45+, CD43+, CD41+, CD235a+, CD31+) 的 表 型 表达 来 染色 细胞 , 以 定量 群体 中 造血 
祖 细 胞 的 量 。 使 用 HIES 细胞 产生 的 数据 总 结 于 图 7。 使 用 iPS 细胞 获得 了 类 似 的 结果 。 
[0309] ”如 图 7 所 示 , 将 100, 000 个 细胞 铺 板 于 低 附 着 的 96 孔 平 板 中 。 在 低 氧 (5% 02) 条 
件 下 在 存在 细胞 因子 BMP4/VEGFVEFGF 的 情况 下 使 细胞 先 分 化 4-5 天 , 然后 在 低 氧 (5%6 02) 
条 件 下 在 存在 细胞 因子 SCF/FLt-3/TP0/I1L-3/1L-6 的 情况 下 再 分 化 7-8 天 。 在 分 化 12 天 
后 收获 细胞 , 通过 流 式 细胞 术 定 量 PC。 

[0310] ”实施 例 8 

[0311] 自动 器 上 的 自动 化 

[0312] ”使 用 Tecan Cellerity 系统 (一 种 工业 上 相关 的 自动 器 平台 ) 维持 和 产生 造血 前 
体 细 胞 的 条 件 。 基 于 实施 例 8 中 使 用 的 程序 ,在 分 化 的 第 12 天 通过 Tecan Cellerity 系统 
收获 细胞 并 人 工 洗涤 以 进行 标志 物 的 细胞 表面 染色 。 染 色 之 后 , 使 用 连接 于 Accuri 流 式 细 
胞 仪 的 Hypercyt 分 析 细 胞 。 

[0313] ”实施 例 9 

[0314] ”从 多 能 细胞 产生 内 皮 细 胞 

[0315] ”使 用 补充 了 0. lng/ml TGF-B 和 20ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 无 生长 因子 的 TeSR 将 适 
应 于 在 Matrigel 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 物 生长 的 未 分 化 的 hESC 和 iPSC 分 别 预 条 件 化 24 
小 时 。 通 过 使 用 TrypLE 在 37 人 处 理 5 分钟 而 在 汇合 时 收获 细胞 。 将 细胞 收集 于 含有 补充 
了 下 列 物 质 的 IMDM 的 EB 基础 培养 基 中 :20% BIT9500 (Stem Cell Technologies) 或 血清 
代 物 -3(Sigma Aldrich) ,1% NEAA, ImML- 谷 氨 栈 胶 ,0. 1mM 静 基 乙醇 ( 均 购 自 Invitrogen， 
Carlspad，CA) ,0.75% BSA,50 4 g/ml 抗坏血酸 和 1 nM ROCK 抑制 剂 -1152) 。 将 细胞 以 
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1-2x10" 个 细胞 /ml 的 密度 置 于 低 附 着 平板 中 以 促进 EB 的 形成 。 

[0316] ”为 了 诱导 了 邢 的 分 化 , 使 用 以 下 程序 。 在 12-24 小 时 后 ,从 平板 中 收集 细胞 ,并 
以 1000rpm 离心 5 分 钟 使 细胞 旋 下 来 。 将 细胞 重 悬 于 补充 了 50ng/ml 骨 形 态 发 生 因 子 
(BMP-4) , 50ng/ml 血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) ,和 50ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 印 基 础 培养 基 中 。 
[0317] ”在 EB 分 化 的 第 4 天 ,通过 倾斜 平板 使 细胞 沉降 。 吸 掉 一 半 的 上 清 液 , 并 蔡 换 为 分 
别 含 有 50ng/ml 血管 内 皮 生 长 因子 (YEGF) 和 50ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 新 鲜 的 分 化 培养 基 。 
[0318] “在 BEB 分 化 的 第 7 天 ,将 BE 培养 物 置 于 含有 VEGF，FGF,，EGF，IGF , 抗坏血酸 和 FBS 
的 内 皮 分 化 培养 基 (Lonza 目录 号 CC3202, Basel, Switzerland) 中 ;或 含有 50ng/ml 血 
内 皮 生 长 因子 WEGF) 和 50ng/ml 斑马 鱼 FGF-2 的 新 鲜 分 化 培养 基 中 。 

[0319] ”在 分 化 的 第 10 天 就 内 皮 细 胞 的 存在 分 析 细 胞 。 将 细胞 收集 于 锥 形 管 中 并 离心 。 
使 用 TrypLE” select 或 0.5% 胰 重 白 酶 在 37'C 消 化 细胞 沉淀 物 5 分 钟 。 将 细胞 重 悬 于 含 
有 PBS-FBS 的 FACS 缓冲 液 中 , 计数 细胞 并 确定 存活 状态 。 以 艾 光 团 组合 的 单 克隆 抗体 染色 
细胞 : 抗 - 人 CD31 (WM-59) 和 抗 - 人 CD105。 使 用 而 化 丙 啶 (50 n g/ml) 排除 死 的 细胞 。 在 
FACSCalibur “或 Accuri” 流 式 细胞 仪 上 进行 活 细胞 的 分 析 。 图 8 显示 了 在 EB 分 化 的 第 10 
天 CD31+ 细胞 的 产生 。 
[0320] ”内 皮 细 胞 的 纯化 :将 要 分 散 为 单 细胞 惹 浮 液 , 并 根据 生产 商 的 说 明 书 ,使 用 
抗 -CD31 微 珠 Milenyi 目录 号 130-091-935) 进行 纯化 。 得 到 的 群体 经 磁性 分 选 后 产生 
“CD31+CD105+” 内 皮 细 胞 的 纯化 的 群体 。 就 乙酰 化 LDL 的 摄取 、von Willebrand 因子 的 表 
达 测 试 内 皮 细 胞 , 并 进行 matrigel 管 形成 检验 。matrigel 管 形成 检验 表明 成 功 产 生 了 衍生 
自 iPSC 的 内 皮 细 胞 。 

[0321] ”实施 例 10 

[0322] ”在 EB 分 化 培养 基 中 加 入 FGF-2 能 够 增 大 造血 前 体 细胞 分 化 的 效率 

[0323] “在 以 下 条 件 下 分 别 评价 hESC 和 iPSC 的 分 化 。 在 补充 了 0. lng/mlTGF-B 和 20ng/ 
ml FGF-2 而 不 含 生长 因子 的 TeSR 中 将 细胞 预 条 件 化 1 天 。 在 补充 了 1h M ROCK 抑制 剂 的 
EB 基础 培养 基 (补充 了 20% BIT-9500,0.75% BSA,50n g/ml 抗坏血酸 , 谷 氨 酸 胺 ,NEAA 和 
0. 1mM 硫 代 甘油 的 IMDW 中 产生 BB, 细胞 密度 为 1x10° 个 细胞 /ml。 
[0324] ”12-24 小 时 后 ,将 细胞 置 于 下 列 修改 的 了 分 化 培养 基 中 的 一 种 之 中 ; (A)25ng/ 
ml BMP4, 25ng/ml VEGF,0ng/ml FGF-2 ;(B)25ng/ml BMP4,25ng/ml VEGF,10ng/ml FGF-2 ; 
(C) 50ng/ml BMP4, 50ng/mlVEGF,25ng/ml FGF-2。 在 整个 分 化 过 程 中 每 4 天 半 喂 印 培养 物 。 
在 分 化 的 第 4-5 天 使 EB 培养 物 部 分 再 聚集 。 然 后 将 昭 培养 物 置 于 含有 25ng/ml Flt-3 配 
体 , 10ng/ml IL-3 和 10ng/ml GMCSF 的 培养 基 中 。 在 整个 分 化 过 程 中 每 4 天 半 喂 印 培 养 物 。 
[0325] 在 分 化 的 第 12 天 收获 卫 培 养 物 , 定量 CD34, CD43, CD45, CD31, CD41 和 
CD235a (Gly-a) 的 表达 百分率 。 通 过 将 四 分 化 第 12 天 时 的 CD34+/CD43+ 双阳 性 细胞 的 绝 
对 数目 除 以 ES/iPS 细胞 的 起 始 数 目 而 确定 HPC 的 产生 效率 。 

[0326] ”结果 :在 EB1 分 化 培养 基 中 补充 FGF-2 使 iPSC(iPS-SONL) 的 分 化 效率 升 高 6% 
至 12%, 使 hESC(HIES 细胞 ) 的 分 化 效率 升 高 8%% 至 21%。 图 9 总 结 了 在 hESCGHL) 和 
iPSC(SONL) 细胞 系 中 通过 补充 FGF 而 实现 的 效率 的 增加 。 图 10 显示 了 在 修改 的 EB1 分 化 
培养 基 (含有 50ng/ml BMP4,50ng/ml VEGF 和 25ng/ml FGF-2) 中 各 种 iPS 细胞 系 的 总 体 分 
化 。 


己 


只 


45 


CN 102388130 B 说 明 书 43/45 页 


[0327] ”实施 例 11 

[0328] ”在 EB 分 化 培养 基 中 加 入 TP0, IL-6 和 IL-3 

[0329] ”在 补充 了 0. 1ng/ml TGF-B 和 20ng/ml FGF-2 而 不 仿生 长 因子 的 TeSR 中 将 hESC 
和 iPSC 分 别 预 条 件 化 1 天 。 然 后 ,通过 在 在 补充 了 1h MROCK 抑制 剂 (H-1152) 的 EB 基础 
培养 基 (补充 了 20% BIT-9500,0.75% BSA,50 u g/ml 抗坏血酸 , 谷 氨 酰 胶 , NEAA 和 0. lmM 
硫 代 甘油 的 IMDW 中 培养 细胞 来 产生 印 , 细胞 密度 为 1-2xl10 个 细胞 /1 。12-24 小 时 后 ， 
将 细胞 置 于 补充 了 50ng/ml BMP4,50ng/ml VEGF,25ng/mlFGF-2 的 BB 基础 培养 基 中 。 在 整 
个 分 化 过 程 中 每 4 天 半 喂 EB 培养 物 。 在 分 化 的 第 4-5 天 使 了 B 培养 物 部 分 再 聚集 。 

[0330] ”然后 将 BB 培养 愧 培养 于 第 二 BB 培养 基 (“EB2”) 中 ,其 为 补充 了 下 列 的 了 基础 
培养 基 : (A) 25ng/ml Flt-3 配 体 , 10ng/m] GMCSF, 10ng/ml IL-3 ; (B)100ng/ml Flt-3 配 体 ， 
100ng/ml SCF, 100ng/ml TPO, 10ng/ml IL-3,10ng/ml I1L-6 ;(C)50ng/ml Flt-3 配 体 , 50ng/ 
ml SCF,50 ng/ml TPO, 10ng/ml IL-3,10ng/ml IL-6 ; 或 D)25ng/ml Flt-3 配 体 , 25ng/ml 
SCF, 25ng/ml TPO, 10ng/ml IL-3,10ng/ml 1L-6, 

[0331] “在 整个 分 化 过 程 中 每 4 天 半 喂 印 培养 物 ,在 分 化 的 第 12 天 收获 四 培养 物 。 定 量 
表达 CD34, CD43, CD45,CD31,CD41 和 CD235a (Gly-a) 中 的 每 一 种 细胞 的 百分率 。 通 过 将 民 
分 化 第 12 天 时 的 CD34+/CD43+ 双阳 性 细胞 的 绝对 数目 除 以 ES/iPS 细胞 的 起 始 数目 而 确 郧 
造血 前 体 细胞 (HPC) 的 产生 效率 。 

[0332] ”结果 :在 EB2 培养 基 中 补充 TP0、IL-6 和 SCF 进一步 使 iPS-SONL 的 产生 HPC 的 效 
率 升 高 15% -55%, 使 HIES 细胞 的 产生 效率 升 高 21% -28%。 如 图 11 所 示 , 使 用 以 上 修改 
的 EB2 培养 基 , 观察 到 了 hESC(H1) 和 iPS(SONL) 细胞 系 向 HPC 分 化 的 增加 。 图 12 显示 了 
使 用 修改 的 EB2 组 合 (D), (H1) 和 iPS(SONL) 细胞 系 的 效率 的 增 大 。 观 察 到 在 分 化 过 程 中 ， 
作为 血清 替代 品 ,血清 替代 物 3(Sigma) 优 于 BIT-9500。 

[0333] ”实施 例 12 

[0334] ”分 化 培养 基 条 件 中 的 低 氧 和 正常 氧 含量 的 评价 

[0335] ”在 存在 5% 0,( 低 氧 ) 和 20% 0,( 正 常 氧 ) 的 条 件 下 将 适应 于 在 Matrigel 包 被 的 
平板 上 的 物 饲 养 物 生长 ( 使 用 mTeSR) 的 未 分 化 的 hESC 和 iPSC 维持 至 少 5 个 传代 。 

[0336] ”在 以 下 条 件 下 评价 BB 的 分 化 : 

[0337] ”(A) 在 正常 氧 条 件 下 维持 未 分 化 的 细胞 并 且 在 正常 氧 条 件 下 使 EB 分 化 12 天 
(“N-N> ) ; 

[0338] ”GB) 在 正常 氧 条 件 下 维持 未 分 化 的 细胞 并 且 在 低 氧 条 件 下 使 了 印 分 化 12 天 
(“N-H> ) ; 
[0339] (0) 在 低 氧 条 件 下 维持 未 分 化 的 细胞 并 且 在 正常 氧 条 件 下 使 昭 分 化 12 天 
( “H-N”); 

[0340] ”0D) 在 低 氧 条 件 下 维持 未 分 化 的 细胞 并 且 在 低 氧 条 件 下 使 取 分 化 12 天 《HH”)。 
[0341] ”在 补充 了 0. 1ng/ml TGF-B 和 20ng/ml FGF-2 而 不 含 生长 因子 的 TeSR 中 将 细胞 预 
条 件 化 1 天 。12-24 小 时 后 ,将 细胞 置 于 上 述 实施 例 中 描述 的 修改 的 BB 基础 培养 基 中 : 含 
有 50ng/ml BMP4,50ng/ml VEGF,25ng/ml FGF-2, 细 胞 密度 为 1x108 个 细胞 /ml。 在 整个 分 化 
过 程 中 每 4 天 半 喂 晤 培养 物 。 在 分 化 的 第 4-5 天 使 EB 培养 物 部 分 再 聚集 。 然 后 在 补充 了 
25ng/ml Flt-3 配 体 ,25ng/ml SCF,25ng/ml TP0,10ng/mlIL-3,10ng]ml TIL-6 的 EB 基础 培养 
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步 培养 EB 培养 物 。 在 整个 分 化 过 程 中 每 4 天 半 喂 取 培养 物 。 
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在 分 化 的 第 12 天 收获 机 培养 物 , 定量 表达 CD34, CD43, CD45, CD31, CD41 和 
CD235a (Gly-a) 中 的 每 一 种 的 细胞 的 百分率 。 通 过 将 EB 分 化 第 12 天 时 的 CD34+/CD43+ 双 
昌 性 细胞 的 绝对 数 日 除 以 ES/iPS 细胞 的 起 始 数目 而 确定 HPC 的 产生 效率 。 


结果 :图 13 显示 了 在 正常 氧 和 低 氧 条 件 下 从 iPS 细胞 产生 HPC。 在 低 氧 以 及 正常 


氧 条 件 下 进行 EB 分 化 。 当 在 低 氧 条 件 下 进行 BB 分 化 时 ,观察 到 较 高 的 HPC 水平。 在 低 氧 
条 件 下 维持 末 分 化 的 ES/iPS 细胞 未 对 分 化 过 程 带 来 任何 显著 益处 。 在 正常 氧 条 件 下 ,表达 
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[型 糖 蛋白 A 的 细胞 减少 。 
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根据 本 文公 开 内 容 , 可 以 进行 并 实施 本 文公 开 和 要 求 保护 的 所 有 的 方法 和 组 合 物 


而 无 需 过 量 实验 。 虽 然 已 经 通过 优选 实施 方式 描述 了 本 发 明 的 组 合 物 和 方法 ,但 是 ,对 本 和 领 


域 技术 人 员 显 而 易 见 的 是 ,可 以 不 脱离 本 发 明 的 概念 、 精 神 和 范 
组 合 物 以 及 本 文 描述 的 方法 的 步骤 以 及 步骤 的 顺 
学 和 生理 上 相关 茶 些 试剂 可 以 替换 本 文 描述 的 试剂 ,但 仍然 实现 相同 或 相似 的 结果 。 对 本 
领域 技术 人 员 显 而 易 见 的 所 有 此 类 相似 的 蔡 代 物 和 修饰 均 被 认为 是 在 妈 


~ 


围 而 对 本 文 描述 的 方法 和 
了 进行 改变 。 更 具体 地 ,最 而 易 见 的 是 ,化 


所 定义 的 本 发 明 的 精神 、 范 围 和 概念 之 内 。 
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阳性 细胞 的 百分率 


聚集 体 的 大 小 


说 明 书 附 图 
EB 大 小 与 CD43 表达 之 间 的 关联 
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正常 氧 和 纸 氧 对 BB 分 化 的 影响 
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细胞 因子 效率 
VEGF/BMP4+ IL3/FLT3/GMCSF 7.7% 
VEGF/BMP4+ IL3/FLT3/SCF 5.5% 
VEGF/BMP4+ IL3/FLT3/TPO 。 5.3% 
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在 96 孔 板 中 产生 HPC 
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内 皮 细 胞 的 产生 和 纯化 
同 种 型 对 昭 
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补充 FGF-2 增 强 HPC 的 产生 
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使 用 修饰 的 印 1 从 ES/iPS 细胞 产生 HPC 
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补充 SCF，TP0 和 IL-6 增 强 HPC 的 产生 


25n g/ml FIt-3 
10ng/imllL3- 
10ng/ml GMCSF 


i100ng/ml SCF SOng/iml SCF 25ngiml SCF 
100ng/imlFLt3 50ng/mIFLt-3 25ng/imlFLt3 
100ng/imiTPO 50ng/Iml TPO 25ngiml TPO 
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在 存在 BIT9500 和 血清 替代 物 3 的 情况 下 ， 


SFIt-3,L-3,GMCSF(BIT9500) 


aFlt3JL-3-SCF-L-6-TPO(BIT9500) 


上 Fit-3,L-3,GMCSF(SERUM-REPLR-3)” 


HPC 的 产生 效率 
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阳性 细胞 的 百分率 
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在 低 氧 或 正常 氧 条 件 下 产生 HPC 
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